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1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem des Menschen 
1.1.1 Grundlagen 
Das humane Immunsystem besteht aus der unspezifischen, angeborenen und der 
spezifischen, erworbenen Immunität. Beide übernehmen definierte Aufgaben, arbeiten aber 
eng miteinander verknüpft, um den Organismus gegen Krankheitserreger zu verteidigen. In 
der ersten Phase einer Infektion hält das unspezifische Immunsystem den Erreger in Schach. 
Gleichzeitig induziert es die spezifische Immunantwort. Diese wird durch T- und B-
Lymphozyten vermittelt. Bei einem zweiten Kontakt mit dem gleichen Antigen kann die 
spezifische Immunität durch ihr immunologisches Gedächtnis eine schnellere, stärkere und 
damit effektivere Sekundärantwort auslösen (1, 2). 
Zur angeborenen Immunität zählen das Komplement-System und die Akute-Phase-Proteine 
als lösliche Komponenten. Die zellulären Bestandteile stellen dendritische Zellen, 
Granulozyten, Natürliche Killer (NK)- und Mastzellen sowie Monozyten/Makrophagen dar 
(2). Makrophagen reifen kontinuierlich im Gewebe aus Monozyten heran. 
Monozyten/Makrophagen gehören neben neutrophilen Granulozyten zu den ersten Zellen, 
die eingedrungene Erreger bekämpfen. Mit Hilfe von Rezeptoren erkennen sie Pathogene 
über allgemeine Strukturmerkmale auf deren Membran (PAMP, „pathogen-associated 
molecular patterns“) oder durch Opsonine, die an der Pathogen-Oberfläche anlagern. Die 
Aktivierung dieser Rezeptoren löst die Sekretion von Mediatoren aus, die eine lokale 
Entzündungsreaktion einleiten. Außerdem wird das Pathogen internalisiert und im Phago-
lysosom durch sauren pH, reaktive Stick- und Sauerstoffderivate sowie antimikrobielle 
Peptide und Enzyme zerstört (3). Anschließend werden die entstandenen Peptidfragmente 
den T-Helfer (TH)-Zellen präsentiert. Dies geschieht über den Haupthistokompatibilitäts-
komplex (MHC, „major histocompatibility complex“)-II auf der Oberfläche der 
Makrophagen. Die TH-Zellen erkennen das präsentierte Antigen durch antigenspezifische T-
Zellrezeptoren und werden mit Hilfe costimulatorischer Moleküle aktiviert. Weitere 
antigenpräsentierende Zellen sind dendritische Zellen und B-Lymphozyten. Aktivierte TH-
Zellen fördern entweder die zelluläre Immunantwort, indem sie die Fähigkeit von Makro-
phagen zum intrazellulären Killing verstärken (TH1) oder die humorale Immunantwort, 
indem sie B-Zellen aktivieren (TH2). Letztere proliferieren und differenzieren zu antikörper-
sezernierenden Plasmazellen. Durch die Antikörper wird das Pathogen neutralisiert und 
opsonisiert (1, 2). 
Von großer Bedeutung für die Steuerung und die Koordination des Immunsystems sind 
Zytokine. Diese kurzlebigen Botenstoffe wirken auto-, para- oder endokrin. Sie werden von 
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verschiedenen Zellen gebildet, die Hauptquelle sind jedoch die Leukozyten selbst. Jede 
immunkompetente Zelle besitzt ein charakteristisches Zytokinspektrum, welches sowohl 
synergistische als auch antagonistische Wechselwirkungen zwischen dem angeborenen und 
erworbenen Immunsystem vermitteln kann. Zu den klassischen proinflammatorischen 
Zytokinen gehören Interleukin (IL)-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). Sie werden 
auch als Monokine bezeichnet, da sie hauptsächlich von den sekretorisch hoch aktiven 
Monozyten/Makrophagen produziert werden (1, 4). 
 
1.1.2 Toll-like Rezeptoren 
Toll-like Rezeptoren (TLR) sind wichtige Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, 
durch die PAMP erkannt werden. Beim Mensch sind derzeit 10 TLR identifiziert, die 
entweder intrazellulär oder auf der Zelloberfläche vorkommen. Sie bilden nach Bindung 
ihres Liganden spezifisch Homo- oder Heterodimere. Allen TLR ist die zytoplasmatische 
Toll/IL-1R (TIR)-Domäne gemein, die Adaptorproteine mit eigener TIR-Domäne an den 
Rezeptorkomplex rekrutiert und so die Signaltransduktion einleitet. Diese mündet unter 
anderem in der Produktion proinflammatorischer Zytokine (5). 
Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Membranbestandteil gram-negativer Bakterien, welches 
Entzündungsreaktionen auslöst. LPS wird von Monozyten/Makrophgen durch den TLR4 
erkannt. Dazu ist die Interaktion zwischen LPS, dem LPS-bindenden Protein sowie CD14 
(„cluster of differentiation“14) notwendig. Dies ermöglicht die Bindung an einen Komplex 
aus TLR4 und MD-2 („myeloid differentiation-protein-2“). Die Aktivierung des TLR4 
findet in cholesterol- und sphingolipidreichen Membrandomänen statt, den Lipid Rafts. 
Nach Homodimerisierung zweier TLR4-Rezeptoren werden Adaptermoleküle an die intra-
zelluläre TIR-Domäne rekrutiert. Dazu gehört MyD88 („myeloid differentiation primary-
response protein-88“), welches durch Assoziierung mit IRAK-1 und -4 („IL-1R-associated 
Kinase“) über Zwischenschritte die Aktivierung von TAK-1 („transforming growth factor-β-
associated kinase-1“) durch TRAF6 („tumor necrosis factor-associated factor 6“) 
ermöglicht. TAK-1 aktiviert einerseits Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und 
andererseits die IKK („inhibitor of nuclear factor- κB [NFκB] -kinase“). Die IKK markiert 
IκB („inhibitor of NFκB“) durch Phosphorylierung zum Abbau, welches an den 
Transkriptionsfaktor NFκB gebunden ist. Dadurch kann NFκB in den Nukleus translozieren 
und die Transkription seiner Zielgene, z.B. Zytokine (u.a. TNF-α, IL-1β) und Chemokine, 
einleiten. Es existiert außerdem ein MyD88-unabhängiger Signalweg, der über die 
Adaptormoleküle TRIF („TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β“) und 
TRAM („TRIF-related adaptor molecule“) die späte Aktivierung von NFκB und die 
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Transkription von Interferon (IFN)-β auslöst (5, 6). Neben NFκB wird durch LPS eine 
Vielzahl an Signalwegen in der Zelle [Proteinkinase C (PKC), Mitglieder der src-
Tyrosinkinase-Familie und Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)] aktiviert, die Abwehr-
mechanismen gegen Pathogene einleiten. Auch inhibitorische G-Proteine (Gi), deren 
Assoziierung mit CD14 schon vor Entdeckung des TLR4 gezeigt wurde, sind für die LPS-
induzierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine wichtig, da ihre Inhibition u.a. die 
Sekretion von TNF-α und IL-1β hemmen kann (7, 8). 
 
1.1.3 Hämatopoese 
Reife Blutzellen besitzen eine relativ beschränkte Lebensdauer. Deshalb müssen sie vom 
Organismus im Rahmen der Hämatopoese ständig ersetzt werden. Störungen führen zur 
Anämie oder Leukämie (4). Die Hämatopoese findet beim Erwachsenen im Knochenmark, 
in der so genannten hämatpoetischen Nische, statt. Nach der „klassischen Theorie“ 
entwickeln sich aus selbsterneuernden, pluripotenten Stammzellen (CD34+) multipotente 
Vorläuferzellen der beiden Hauptlinien (lymphatische oder myeloische Reihe), wodurch die 
Richtung ihrer Entwicklung festgelegt wird (9). Die Vorläuferzellen differenzieren in 
weiteren Reifungsschritten zu Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und Thrombozyten 
(myeloische Reihe) bzw. B- und NK-Zellen (lymphatische Reihe) und verlassen das 
Knochenmark (Abb. 1.1). Monozyten machen ca. 5 % der zirkulierenden Leukozyten im 
Blut aus. Sie stellen zum Beispiel die Ausgangspopulation für Makrophagen, Osteoklasten, 
Mikroglia sowie Kupffer- und myeloische dendritische Zellen dar (10, 11). Die Reifung der 
T-Zellen (lymphatische Reihe) findet nicht im Knochenmark, sondern im Thymus statt.  
 
Während der Differenzierung exprimieren alle Zellen auf ihrer Oberfläche ein spezifisches 
Muster an CD-Markern, das über ihre Funktion und ihren Entwicklungsstand Aufschluss 
gibt (1). Die Differenzierung erfolgt durch die Expression linienspezifischer Gene, die durch 
das Zusammenspiel verschiedener Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Dieses 
Zusammenspiel wird wiederum durch Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Interaktionen mit 
anderen Zellen oder Matrixkomponenten bestimmt (12). 
Während der myeloischen Differenzierung halten IL-1, -3 und -6 die Proliferation hämato-
poetischer Stammzellen aufrecht. Der Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierende 
Faktor (GM-CSF) sowie IL-3 sind für die Differenzierung von Monozyten und 
Granulozyten aus ihrem gemeinsamen Vorläufer GMP („granulocyte-monocyte progenitor“) 
wichtig, da sie dessen Zellteilung fördern. Der Makrophagen-CSF (M-CSF) induziert nicht 
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nur die Teilung der GMP, sondern leitet auch deren Differenzierung zu Monozyten ein. Der 
Granulozyten-CSF (G-CSF) fördert seinerseits die granulozytäre Differenzierung (10, 12). 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hämatopoese. 
An der myeloischen Differenzierung beteiligte Zytokine und Wachstumsfaktoren sind in blau, wichtige 
Transkriptionsfaktoren in orange dargestellt [Eigene Darstellung nach (10, 12, 13)]. Pluripotente 
hämatopoetische Stammzellen (LIN-IL-7Rα-SCA1+KIT+FLT3low-hiThy1-CD34+) gehen den multipotenten 
myeloischen Vorläuferzellen (LIN-SCA1-KIT+CD34+FCγRII-FCγRIII-) voraus, die weiter differenzieren, dabei 
linienspezifische Oberflächenmarker exprimieren und ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung verlieren. Die 
Abkürzungen für Zytokine und Transkriptionsfaktoren sind Abschnitt 1.1.3 zu entnehmen. GFI1: „growth-
factor independent1“, IRF: „interferon regulatory factor“, MEP: „megakaryocyte-erythrocyte progenitor“, 
RAR: „retinoic acid receptor“, SCL: „stem cell leukemia hematopoietic transcription factor“, VDR: Vitamin 
D-Rezeptor. 
 
Wichtige Transkriptionsfaktoren stellt die C/EBP („CAAT enhancer binding proteins“)-
Familie dar. Diese werden exklusiv in der myeloischen Reihe exprimiert. Ihre Isoformen 
variieren dabei in Abhängigkeit vom Differenzierungstatus und -richtung (12, 14). Der 
Transkriptionsfaktor PU.1 ist unerlässlich für die Differenzierung hämatopoetischer Zellen 
der myeloischer Reihe, weil verschiedene myeloische Gene (z.B. M-CSF-Rezeptor, GM-
CSF-Rezeptor) PU.1-Bindungsstellen aufweisen. Zusätzlich beeinflusst die Höhe der PU.1-
Expression sowie sein Verhältnis zu C/EBPα die Linienrestriktion (13, 14). In vitro konnte 
außerdem gezeigt werden, dass 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25VD3) in physiolgischen 
Konzentrationen die Differenzierung von CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut und aus T-
Zell-depletierten Knochenmarkszellen von gesunden Spendern zu Monozyten fördert (15, 
16). 
Die Zelllinie HL-60 stellt ein weit verbreitetes Modellsystem zur Untersuchung der 
myeloischen Differenzierung dar. Sie entstammt einer Patientin mit akuter myeloischer 
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Leukämie und wurde gemäß der Französisch-Amerikanisch-Britischen Klassifikation (FAB) 
der akuten myeloblastischen Leukämie mit Ausreifung (FAB-M2) zugeordnet (17). 
Zytogenetische Untersuchungen der HL-60 Zellen zeigen eine Deletion des Gens für p53, 
eine Punktmutation im Gen für N-ras und eine Amplifikation im c-myc-Gen (18). HL-60 
können durch 1,25VD3, Natriumbutyrat und Phorbolester zur Differenzierung in Richtung 
Monozyten/Makrophagen angeregt werden (18). 
 
1.2 Vitamin D3 
Das Secosteroid Vitamin D3 kann exogen über die Nahrung (v.a. aus Fischfett) 
aufgenommen oder endogen durch Photolyse bei einer Wellenlänge von 270-300 nm in der 
Haut aus 7-Dehydrocholesterol gebildet werden. Es wird in zwei Stufen durch Hydroxy-
lierung zur biologisch aktiven Form, dem 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol, 1,25VD3), 
aktiviert. Die erste Hydroxylierung wird in der Leber durch die 25-Hydroxylase katalysiert, 
die zweite findet in der Niere durch die 1α-Hydroxylase statt. Auch aktivierte Makrophagen 
exprimieren die 1α-Hydroxylase (19, 20). Der Transport der Vitamin D-Metaboliten im Blut 
erfolgt gebunden an das Vitamin D-bindende Protein und in geringerem Maße an Albumin 
und Lipoproteine. Der Abbau wird im Zielgewebe durch die 24-Hydroxylase eingeleitet 
(19). 
1,25VD3 ist der Hauptregulator des Calciumstoffwechsels. Seine Funktion ist hierbei die 
Erhöhung des Plasmacalciumspiegels. Dazu fördert es die intestinale Absorption sowie die 
renale Rückresorption und mobilisiert Calcium aus dem Skelettsystem. Hypovitaminosen 
führen im Kindesalter zu Rachitis, im Erwachsenenalter zur Osteomalazie oder Osteoporose. 
Verantwortlich ist dafür eine gestörte Calciumabsorption (19, 21). Neben seiner Bedeutung 
im Knochenstoffwechsel spielt 1,25VD3 auch für das Immunsystem eine Rolle. Dies ist 
nicht nur durch seine Fähigkeit, die Differenzierung zu Monozyten anzuregen (15), 
begründet. Die immunregulatorische Funktion von 1,25VD3 wird in Kap. 1.2.2 kurz 
dargestellt. Zuvor soll jedoch das Wirkprinzip von 1,25VD3 in seiner Zielzelle beschrieben 
werden. 
 
1.2.1 Signaltransduktion von 1,25VD3 
1,25VD3 vermittelt seine Wirkung über einen „klassischen“ genomischen und einen nicht-
genomischen Signalweg, die wiederum miteinander in Wechselwirkung stehen. 
Die „klassische“ Wirkung von 1,25VD3 entsteht durch Interaktion mit dem Vitamin D-
Rezeptor (VDR). Der VDR ist ein nukleärer Steroid-Rezeptor, der als Ligand-aktivierter 
Transkriptionsfaktor agiert. Die Bindung von 1,25VD3 löst eine Konformationsänderung 
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aus, welche die Hetereodimerisierung des VDRs mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) 
ermöglicht. Das VDR/RXR-Heterodimer interagiert mit der Promotorregion von Genen, die 
ein Vitamin D-responsives Element (VDRE) enthalten. Dies führt zur Rekrutierung von 
Coregulatoren in den Initiationskomplex der Polymerase II und verändert so die Trans-
kriptionsrate (22, 23). Viele 1,25VD3-regulierte Gene besitzen kein VDRE, so dass 1,25VD3 
diese Gene indirekt durch Veränderung der Expression und Aktivität anderer 
Transkriptionsfaktoren beeinflusst (19). Umgekehrt wird auch die VDR-Aktivität durch 
andere Transkriptionsfaktoren moduliert. Beispielsweise schwächt die p65-Untereinheit von 
NFκB die VDR-abhängige Transkription dadurch ab, dass es die Bindung zwischen dem 
VDR und dem Steroid-Coaktivator-1 verhindert (24). 
Das nicht-genomische Signal entsteht über einen postulierten membranständigen VDR. Es 
besteht aus sehr raschen Veränderungen von second messenger-Konzentrationen wie Ca2+, 
cyclisches Adenosin-3,5-monophosphat (cAMP), Inositol-1,4,5-trisphosphat und Diacyl-
glycerol sowie der Aktivierung der PKC, Raf, MAPK und src-Kinasen. Dies kann 
seinerseits zu Änderungen der Transkriptionsrate führen (22).  
Für die myeloische Differenzierung in Richtung Monozyten sind sowohl der genomische als 
auch der nicht-genomische Signalweg von Bedeutung. Einerseites kann das CD14-Gen 
durch den VDR über ein VDRE in der Promotorregion reguliert werden (25). Andererseits 
hemmt die Inhibition der MAPK/ERK Kinase (MEK), Proteinkinase A (PKA) oder der PKC 
die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 Zellen (26-28). Weiterhin erhöht 
1,25VD3 die Synthese des second messengers cAMP, der die Differenzierung fördert (29). 
Letzteres erfolgt durch verstärkte Expression des VDR, aber auch durch nachgelagerte 
Effekte (30) und verdeutlicht die Wechselwirkung zwischen dem genomischen und dem 
nicht-genomischen Signalweg. 
 
1.2.2 Vitamin D im Immunsystem 
Die immunologische Wirkung von 1,25VD3 bezieht sich vor allem auf T- und antigen-
präsentierende Zellen und hat einen immunsupprimierenden Effekt. Obwohl 1,25VD3 die 
Fähigkeit von Monozyten zu Chemotaxis und Phagozytose erhöht (31, 32), inhibiert es 
gleichzeitig die Expression von MHCII- und costimulatorischen Molekülen (CD40, CD80, 
CD86) auf Makrophagen und dendritischen Zellen (31, 33). Außerdem senkt 1,25VD3 die 
IL-12-Synthese in dendritischen Zellen und die Produktion der TH1-Zytokine IFN-γ und IL-
2. Im Gegensatz dazu erhöht es die Menge des immunsuppressiven IL-10. Das veränderte 
Zytokinprofil und die verminderte T-Zellaktivierung durch dendritische Zellen führen zu 
einer Polarisierung der T-Zellantwort in Richtung TH2. Deshalb kann Vitamin D präventiv 
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bezüglich Autoimmunerkrankungen und Transplantatabstoßung wirken (20, 34). Beispiels-
weise senkt Sonnenlicht-Exposition oder Vitamin D-Supplementierung das Risiko an 
rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose oder Diabetes Typ 1 zu erkranken (35-37). 
 
1.3 Zink 
Der essentielle Charakter des Spurenelements Zink wurde erstmal 1869 für das Wachstum 
von Aspergillus niger, 65 Jahre später dann auch für den Säugetierorganismus nachgewiesen 
(38, 39). Als Kofaktor von mehr als 300 Metalloenzymen ist Zink an der Regulation 
wichtiger zellulärer Prozesse beteiligt. Dazu gehören Transkription, DNA-Replikation, 
Signaltransduktion, Apoptose, Proliferation und Zelldifferenzierung (40-45). Im Enzym 
kann Zink verschiedene Funktionen ausüben. Es dient als zentrales Ion für die katalytische 
Aktivität (z.B. Carbonanhydrase) oder als cokatalytischer Faktor (z.B. Phospholipase C) und 
vermittelt strukturelle Stabilität (z.B. PKC). Regulatorisch bedeutsam ist darüber hinaus 
seine Fähigkeit zur Hemmung von Enzymen (z.B. verschiedene Phosphatasen) und zur 
Beteiligung an der Anordnung von Multiproteinkomplexen (z.B. lck und T-Zellcorezeptor). 
Außerdem ist Zink ein integraler Bestandteil von mehr als 1000 Transkriptionsfaktoren, 
insbesondere in Zink-Finger-Motiven, welche für die DNA-Bindung verantwortlich sind 
(46, 47). 
 
1.3.1 Zinkstoffwechsel und Bedarf des Menschen 
Der Gesamtkörperbestand des Menschen an Zink beträgt 2-4 g (48). Hiervon befinden sich 
85% in Muskelgewebe und Knochen, 11% in Haut und Leber sowie 2-3% in anderen 
Geweben wie Gehirn, Herz und Niere (49). Die für das Immunsystem wichtige Plasmazink-
konzentration liegt physiologisch in einem Bereich von 12-16 µM. Dies macht lediglich 
0,1% der gesamten Zinkmenge im Körper aus (50). Im Blut ist Zink niedrigaffin an 
Albumin (60%), hochaffin an α2-Macroglobulin (30%) und an Transferrin (10%) gebunden 
(51). 
Die Absorption von Zink erfolgt vornehmlich im Jejunum, wobei ein hoher Phytatgehalt der 
Kost die Aufnahme durch Bildung schwerlöslicher Komplexe vermindert. Absorptions-
fördernd wirken Glukose sowie Aminosäuren wie Cystein und Lysin (52-54). Die Aus-
scheidung von Zink erfolgt nach Exkretion mit dem Pankreassekret über die Fäzes sowie 
durch Urin, Schweiß, Haare und Hautschuppen (55). 
Da es im menschlichen Körper keinen Zinkspeicher gibt, muss Zink regelmäßig zugeführt 
werden. Die Deutsche Gesellschaft für Ernährung empfiehlt unter Berücksichtigung der 
Zinkbilanz, obligatorischer Zinkverluste und einer durchschnittlichen Absorptionsrate von 
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30%, eine tägliche Aufnahme für Erwachsene von 10 mg (Männer) bzw. 7 mg (Frauen). Als 
gute Quellen sind tierische Produkte wie Rind- und Schweinefleisch, Geflügel und Eier 
sowie Milch und Käse anzusehen (56). Zinkmangel kann durch ungenügende Zufuhr 
(parenterale Ernährung), Absorptionsstörungen (Darm- oder Pankreaserkrankungen; phytat-
reiche Kost), erhöhte Ausscheidung (Leberzirrhose, Niereninsuffizienz), erhöhten Bedarf 
(Wachstum, starke Verbrennungen) oder durch Arzneimittelinteraktionen (orale Kontra-
zeptiva) bedingt sein. Klassische Symptome sind Verminderung des Geschmacks-
empfindens, Appetitlosigkeit, Dermatitis, Haarausfall, Durchfälle, neuropsychische 
Störungen sowie Störungen bei Wachstum und Reproduktionsfunktion (57). Auffällig ist 
außerdem die Beeinträchtigung des Immunsystems. 
 
1.3.2 Immunologische Konsequenzen eines Zinkmangels 
Durch seine weitreichende Bedeutung für Struktur und Funktion von Enzymen und 
Transkriptionsfaktoren (vgl. Kap. 1.3), besitzt Zink einen wichtigen Einfluss auf das stark 
proliferierende Immunsystem (58). Die Bedeutung von Zink für das Immunsystem wird am 
Beispiel der autosomal-rezessiv vererbbaren Krankheit Acrodermatitis enteropathica (AE) 
deutlich. Der Erkrankung liegt eine Mutation im Gen SLC39A4 zu Grunde, welches für den 
Zinkimporter hZip4 codiert. Dies führt zu einer stark verminderten intestinalen Zink-
absorption und einem extremen Zinkmangel (59). AE manifestiert sich in frühester Kindheit. 
Als immunologische Konsequenz der auftretenden Thymusatrophie kommt es häufig zu 
bakteriellen, viralen oder fungalen Infektionen. Deshalb führt die Krankheit unbehandelt 
nach wenigen Jahren zum Tode. Abhilfe schafft eine hohe orale Zinkzufuhr (30 – 150 
mg/d), die zur kompletten klinischen Remission aller Symptome führt (60-62). 
Ein Zinkmangel beeinflusst sowohl die angeborene, als auch die erworbene Immunität. 
Beispielsweise ist die Chemotaxis von Monozyten und Neutrophilen gestört, genauso wie 
deren Fähigkeit zur Phagozytose und oxidativem Burst (63-65). Die Anzahl und Aktivität 
der natürlichen Killerzellen ist bei Zinkmangel ebenfalls reduziert (66). 
Im Rahmen des erworbenen Immunsystems tritt bei Zinkmangel häufig eine Thymus-
atrophie auf, so dass Reifung und Anzahl der T-Zellen beeinträchtigt sind (58). Darüber 
hinaus ist bei Zinkmangel das Gleichgewicht zwischen TH1 und TH2-Zellen durch 
Abweichungen im Zytokinprofil verändert. Es verschiebt sich zu Ungunsten von TH1, da 
diese weniger IFN-γ und IL-2 produzieren, während die Menge der TH2-Zytokine IL-4 und 
IL-10 unverändert bleibt (66). Obwohl B-Zellen weniger sensitiv auf Zinkmangel reagieren 
als T-Zellen, sinkt auch deren Anzahl. Darüberhinaus verschlechtert Zinkmangel die 
Antikörper-Produktion vor allem als Antwort auf T-Zell-abhängige Antigene (58). 
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Fraker und King zeigen deutlich eine Verschiebung der zellulären Kompartimente des 
Immunsystems unter Zinkmangel. Im Mausmodell sind dabei Pro-B- und T-Zellen verstärkt 
der Apoptose unterworfen, während die Anzahl von Granulozyten und Monozyten im 
Knochenmark absolut ansteigt (67). Die Autoren vermuten, dass dies dem Schutz der 
angeborenen Immunität als erste Abwehrlinie dienen soll. Dies kann von Vorteil sein, wenn 
unter Zinkmangelbedingungen keine ausreichenden Ressourcen zur Verfügung stehen, um 
die hohen Proliferationsraten des angeborenen und des erworbenen Immunsystems 
gleichzeitig aufrecht zu halten. Außerdem bleibt so die Phagozytose apoptotischer Zellen, 
die unter Zinkmangel verstärkt auftreten, gewährleistet (67, 68). 
 
1.3.3 Intrazelluläre Zinkhomöostase 
30 bis 40% des zellulären Zinks befinden sich im Zellkern, 50% sind im Zytosol und in 
zytosolischen Organellen lokalisiert, der Rest ist mit der Zellmembran assoziiert (40). Es 
können zwei Zinkpools unterschieden werden: Ein großer, fest an Metalloproteine 
gebundener, sowie ein kleiner, labiler Pool. Das labile Zink kann mit Enzymen in 
Wechselwirkung treten und ist so für die Signaltransduktion von besonderer Bedeutung (vgl. 
1.3.4). Dieser Pool wird als freies oder verfügbares Zink bezeichnet. 
Durch seinen Effekt auf Signalmoleküle ist es auf zellulärer Ebene bedeutsam, die 
Konzentration des intrazelluären freien Zinks homöostatisch eng zu regulieren. Diese 
Homöostase wird durch ein Zusammenspiel von Expression, Lokalisation und Affinität von 
Zinktransportern und zinkbindenden Proteinen gewährleistet. Die intrazelluläre 
Konzentration an freiem Zink liegt im piko- bis nanomolaren Bereich (46, 69). Eine 
schematische Darstellung der Zinkhomöostase zeigt Abb. 1.2.  
Zinktransporter regulieren den zellulären In- und Efflux sowie die intrazelluläre 
Kompartimentierung von Zink. Die Expression von Zinktransportern ist in Abhängigkeit 
von Zinkstatus, Zytokinen und endokriner Signale dynamisch reguliert (70-72). Es 
existieren zwei SLC („solute linked carrier“)-Genfamilien, die für Zinktransporter codieren 
und unterschiedliche Funktion besitzen. Das sind erstens 14 Mitglieder der SLC39-Familie 
(Zip1 bis Zip14, „Zrt- and Irt-like proteins“). Sie erhöhen den zytoplasmatischen Zink-
spiegel durch Import von Zink aus dem Extrazellulärraum oder aus zellulären Organellen. 
Zweitens sind das 9 Mitglieder der SLC30-Familie (ZnT1 bis ZnT9, Zink-
transporter/Exporter, CDF-Familie, „cation diffusion facilitator“). Diese verringern die zyto-
plasmatische Konzentration an freiem Zink, indem sie den Transport von Zink aus der Zelle 
heraus oder in vesikuläre Strukturen hinein vermitteln (72, 73). Zu intrazellulären 
vesikulären Strukturen, in denen freies Zink stark angereichert ist, zählen Zinkosomen (74). 
  Einleitung 
 10 
 
 
Abb. 1.2: Schaubild der intrazellulären Zinkhomöostase. 
Dargestellt ist, soweit bekannt, die subzelluläre Lokalisation von Zink und Zinktransportern sowie deren 
Transportrichtung. Wichtige zinkbindende Proteine sind Metallothionein und das S100A8/A9-Heterodimer 
[erweitert nach (69)]. ER: endoplasmatisches Retikulum, Zip: Zrt- and Irt-like proteins, ZnT: Zink-
transporter/Exporter. 
 
Das prominenteste Zinkbindungsprotein ist das Metalloprotein Metallothionein (MT), von 
dem 17 Isoformen existieren. Durch 20 hochkonservierte Cysteinreste werden 7 Zinkatome 
tetraedisch in Zink/Thiolat-Clustern gebunden. Die Affinität variiert je nach Bindungsstelle 
mit einer logK zwischen 7,7 und 11,8 (75). Unter physiologischen Bedingungen sind ca. 5 
bis 20% des intrazellulären Zinks an MT gebunden. MT wirkt protektiv gegen Metallo-
toxizität und oxidativen Stress (76). Über oxidative Mechanismen kann Zink aus MT 
reversibel freigesetzt werden, so dass der zelluläre Redox-Status Einfluss auf das freie Zink 
hat (77). 
Weitere zinkbindende Proteine gehören zur S100-Familie, z. B. S100A8 und S100A9. Beide 
werden in Abhängigkeit des Differenzierungsgrades von Monozyten und Neutrophilen 
exprimiert. Sie bilden gemeinsam Heterodimere, die als Calprotectin bezeichnet werden. 
Calprotectin bindet neben Calcium auch Zink an unabhängigen Bindungsstellen (78, 79) und 
kann so die Menge des intrazellulären freien Zinks beeinflussen. 
Durch die beschriebenen Elemente kann jede einzelne Zelle die Aufnahme von extra-
zellulärem Zink, dessen Bindung sowie Verteilung innerhalb intrazellulärer Kompartimente 
und damit den Gehalt an intrazelluärem freiem Zink regulieren. 
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1.3.4 Beeinflussung der Signaltransduktion durch Zink 
Früher wurde Zink vor allem als statische Komponente von Enzymen und Transkriptions-
faktoren angesehen. Für seine regulatorische Funktion in der Signaltransduktion ist jedoch 
in erster Linie das freie Zink verantwortlich (40, 80). Dieses tritt mit regulatorischen 
Bindungsstellen von Enzymen in Wechselwirkung. Die Sättigung dieser Bindungsstellen ist 
abhängig vom intrazelluären Gehalt an freiem Zink. Deshalb beeinflussen Veränderungen 
der freien Zinkkonzentration die Signaltransduktion. Treten solche Veränderungen als 
Antwort auf einen Stimulus auf, wird dies als Zinksignal bezeichnet (46). 
 
1.3.4.1 Zinksignale 
Freies Zink kann mittels Fluoreszenzsonden gemessen werden. Auf diese Art und Weise 
zeigte sich, dass die intrazelluläre Konzentration des freien Zinks in Monozyten und 
Granulozyten aus Vollblut humaner Spender schon wenige Minuten nach Stimulation mit 
LPS, E. coli oder dem TLR1/2-Agonisten pam3CSK4 ansteigt. Gleiches gilt für isolierte 
Monozyten nach Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)-Stimulation (81, 82). Außerdem 
lösen auch TNF-α und Insulin in Monozyten ein Zinksignal aus. Zinksignale sind aber nicht 
auf diesen Zelltyp beschränkt, sondern treten auch in T-Zellen und Thymozyten nach 
Aktivierung der PKC durch Phorbolester auf (81, 83). Weiterhin wird in murinen Mastzellen 
mittels der Fluoreszenzsonde Newport Green eine so genannte „zinc wave“ beobachtet. 
Diese zeigt sich in einem Anstieg des intrazellulären Zinks mehrere Minuten nach 
Stimulation des hoch affinen IgE Rezeptors (FcεRI) (84). Veränderungen des freien Zinks 
nach Aktivierung werden also nicht nur in humanen Zellen, sondern auch im murinen 
System beobachtet (81, 84). Außerdem ist es nicht spezifisch für Zellen des Immunsystems, 
sondern wird zum Beispiel auch in murinen Fibroblasten beobachtet (81). Dies macht 
deutlich, dass das Zinksignal ein gängiges Element der Signaltransduktion ist. 
 
1.3.4.2 Die Bedeutung des Zinksignals im TLR4-Signalweg 
Der maximale Anstieg des freien Zinks nach LPS-Stimulation ist schon nach weniger als 2 
Minuten zu beobachten (81). Das Zinksignal ist unabhängig von MyD88 und TRIF, zwei 
Adapterproteinen die mit dem TLR4 assoziiert sind. Es entsteht somit sehr früh in der 
Signaltransduktionskaskade. Das Zinksignal ist von der Tyrosinkinaseaktivität abhängig und 
wird im humanen Modell durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein ebenso inhibiert wie 
die TNF-α-Synthese (81). 
Die Bedeutung des Zinksignals für die Signalweiterleitung im TLR4-Signalweg zeigt sich in 
Experimenten in denen das Zinksignal durch den membranpermeablen Zink-Chelator 
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N,N,N´,N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin (TPEN) verhindert wird. Dies 
inhibiert die durch LPS eingeleitete IKK-Phosphorylierung und folglich auch die daraus 
resultierende NFκB-Aktivierung, die MAPK-Phosphorylierung sowie die TNF-α-
Transkription und –Sekretion (81). Dies verdeutlicht die physiologische Bedeutung des 
Zinksignals im TLR4-Signalweg. Umgekehrt wird durch Inkubation mit Zink die Trans-
kription von TNF-α direkt induziert (81, 85). 
Das Zinksignal fördert die TLR4-vermittelte Signaltransduktion in Monozyten vermutlich 
vor allem durch seinen Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad verschiedener Signal-
proteine. Zink besitzt einen inhibitorischen Effekt auf Proteintyrosinphosphatasen (PTP) 
(86). Diese Enzymklasse greift negativ regulierend ins TLR4-Signaling ein (87, 88). Die 
Hemmung von PTP über eine inhibitorische Zinkbindungsstelle in der hoch konservierten 
katalytischen Domäne findet schon bei sehr niedrigen Zinkkonzentrationen statt. Zum 
Beispiel beträgt die IC50 der T-Zell PTP 200 nM, die der SHP-1 beträgt 93 nM und die der 
PTP-1B nur 17 nM (89, 90). Außerdem beeinflusst Zink die LPS-induzierte Aktivität der 
MAPK p38 und ERK („extracellular signal-regulated kinase“). Dies wird entweder durch 
Hemmung dualspezifischer Phosphatasen vermittelt oder durch Beeinflussung von 
Proteinen, die im Signalweg oberhalb der MAPK wirken (81, 91, 92). Daher wird postuliert, 
dass das Zinksignal als eine Art second messenger System fungiert, indem es über die 
Regulation der Dephosphorylierungsrate die Intensität phosphorylierungsabhängiger Signale 
erhöht (81). 
 
1.3.4.3 Biphasische Modulation der Zytokinsynthese durch Zink 
Wenngleich niedrige Zinkkonzentrationen die LPS-induzierte Zytokinsynthese erhöhen, 
üben hohe Zinkdosen einen inhibitorischen Effekt auf die Synthese proinflammatorischer 
Zytokine aus (93). Im Mausmodell kann eine Zinkinjektion vor Endotoxin-Gabe die 
Monokinkonzentration in Leber und Plasma senken (94, 95). 
Die Abschwächung des TLR4-Signalings durch hohe Dosen Zink könnte über die Inhibition 
der IRAK-1-Aktivität vermittelt werden, wie es in einem in vitro Kinase-Assay in IL-1-
stimulierten T-Zellen beobachtet wurde (96). Außerdem ist der inhibitorische Effekt hoher 
Zinkkonzentrationen durch die Hemmung der die cyclischen Nukleotide abbauenden 
Phosphodiesterasen (PDE)-1, -3 und -4 zu erklären. Die zinkinduzierte Hemmung der PDE 
führt zu einem Anstieg der intrazellulären cyclischen Guanosin-3,5-monophosphat (cGMP)-
Konzentration. Dies hat die Kreuzaktivierung der PKA durch cGMP zur Folge. Die PKA 
inhibiert Raf-1 und damit auch die NFκB-Aktivierung und Zytokinsynthese nach LPS-
Stimulation (93, 97). 
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Neben der Hemmung der PDEs (93) beeinflusst Zink die Konzentration cyclischer 
Nukleotide über einen weiteren Mechanismus: Die Hemmung der Adenylatcyclase (AC). 
Dieses membranständige Enzym synthetisiert aus Adenosintriphosphat (ATP) den second 
messenger cAMP. Die zinkbedingte Hemmung zeigt sich in LPS-stimulierten Monozyten 
darin, dass durch hohe Zinkgaben zwar die cGMP-Konzentration durch Hemmung der PDE 
ansteigt, die cAMP-Konzentration jedoch gleichzeitig sinkt (93). Die Hemmung der AC 
durch Zink wurde auch in der Neuroblastomazelllinie N18TG2 nach Stimulation mit 
Forskolin oder Prostaglandin E1 sowie an rekombinantem Enzym gezeigt (98). Die 
reversible Inhibition der AC wird zum einen durch eine Zink-induzierte Konformations-
änderung des Enzyms begründet (99). Andere Autoren beschreiben einen Effekt auf 
stimulatorische G-Proteine. Zinkionen bringen deren α-Untereinheit in einen nukleotidfreien 
und damit inaktiven Zustand, indem sie die Dissoziation von Guanosindiphosphat (GDP) 
begünstigen und gleichzeitig die Guanosintriphosphat (GTP)-Bindung beeinträchtigen 
(100). 
 
1.3.5 Die Rolle von Zink in Differenzierungsprozessen 
Zink ist für den reibungslosen Ablauf verschiedener Differenzierungsprozesse essentiell. 
Beispielsweise inhibiert der membranimpermeable Zinkchelator DTPA die Differenzierung 
embryonaler Hühner-Muskelzellen (44). Außerdem verhindert TPEN die initiale Phase der 
Entwicklung von Fibroblasten zu Adipozyten (101). Wie in Kap. 1.3.2 erwähnt, wird auch 
die Entwicklung von Immunzellen von Zinkmangel beeinflusst. Sowohl die Lymphopoese 
als auch die Erythropoese ist während eines Zinkmangels stark abgeschwächt. Zellen der 
myeloischen Reihe nehmen hier eine Sonderrolle ein, da ihre Anzahl in Knochenmark und 
Blut absolut ansteigt (67, 102). 
Es sind aus verschiedenen Differenzierungsmodellen intrazelluläre Umverteilungsprozesse 
und Veränderungen der Zinkhomöostase bekannt. In zinkabhängigen Differenzierungs-
modellen, wie die Differenzierung von Myoblasten und Fibroblasten, findet eine transiente 
Hochregulation von MT statt, welches in den Kern eintritt (101, 103). Dies führt in 
differenzierenden Fibroblasten zu einer vorübergehenden Zunahme des Zinkgehalts mit 
einem Höchstwert nach 24 Stunden (101). In HL-60 Zellen wurde mittels XFM („X-ray 
fluorescence microprobe analysis“) eine transiente Umverteilung des zellulären Zinks in den 
Kern nach PMA-, aber nicht nach 1,25VD3-induzierter Differenzierung beobachtet (104). 
Werden erythroide Vorläuferzellen mittels Erythropoetin zur Differenzierung angeregt, 
kommt es in den ersten 24h zu einer verstärkten Expression von Zip8 und -10, erst 
anschließend wird ZnT1 hochreguliert (105). Dies lässt eine initiale Erhöhung des intra-
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zellulären Zinks nach Beginn des Differenzierungsprozesses erwarten. Umgekehrt ist 
bekannt, dass die LPS-induzierte Reifung dendritischer Zellen mit einem Absinken der 
Zinkkonzentration nach sechs Stunden, gemessen durch Newport Green, einher geht. Dies 
wird durch eine Transkriptionsabnahme der Zinkimporter Zip6 und Zip10 erklärt sowie 
durch eine Zunahme der Transkription von ZnT1, -4 und -6 (106). 
Anders als Zinksignale nach TLR- oder FcεRI-Stimulation, die nach wenigen Minuten 
einsetzen (81, 84), treten Veränderungen des intrazellulären Zinks während der 
Differenzierung meist erst nach Stunden auf. Diese sind zudem von Expressionsänderungen 
zinkbindender Proteine oder Zinktransporter begleitet (101, 103, 105, 106). Diese ziel-
gerichtete Modulation der Zinkhomöostase deutet auf eine langfristige regulatorische Rolle 
von Zink im Verlauf des Differenzierungsprozesses hin. Dabei übt Zink je nach Zelltyp 
gegensätzliche Effekte aus. So nimmt Zink in der myeloischen Differenzierung eine Sonder-
rolle ein, da diese, im Gegensatz zu anderen untersuchten Differenzierungsmodellen, auf 
Zinkmangel mit einer verstärkten Differenzierung reagiert.  
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2 Zielsetzung 
Monozyten nehmen eine wichtige Rolle für die Abwehr von Pathogenen und die 
Aktivierung der angeborenen Immunität ein. Darüberhinaus können sie auch pathologische 
Effekte vermitteln, beispielsweise bei Sepsis. Ihre Aktivität wird durch Zink entscheidend 
beeinflusst. 
In den letzten Jahren ist das Verständnis über Zink und seine vielfältige Wirkung auf die 
Signaltransduktion in Monozyten beträchtlich gewachsen. Die Identifizierung des LPS-
induzierten Zinksignals als eine Art second messenger und der Beleg seiner Notwendigkeit 
für den TLR4-Signalweg in Monozyten trugen wesentlich dazu bei. Eine umfassende 
Kenntnis dieses kurzfristigen Signals ist wichtig, um Reaktionen von Monozyten besser zu 
verstehen und möglicherweise modulieren zu können. Deshalb wird im ersten Teil der 
vorliegenden Arbeit zunächst das LPS-induzierte Zinksignal im Detail charakterisiert. Dazu 
wird ein umfassendes Screening mit Inhibitoren der Signaltransduktion durchgeführt, um 
mittels Zink-spezifischer Fluoreszenzsonden diejenigen Signalmoleküle zu identifizieren, 
die an der Erhöhung des freien Zinks nach LPS-Stimulation beteiligt sind. 
Abzugrenzen von kurzfristigen Zinksignalen sind langfristige Veränderungen der Zink-
homöostase, wie sie beispielsweise in verschiedenen Differenzierungsmodellen auftreten. 
Über Monozyten gibt es in diesem Zusammenhang noch keine Studien. Zink nimmt hier 
eine besondere Rolle ein, da Monozyten, anders als Lymphozyten, Erythrozyten oder 
Fibroblasten, unter Zinkmangel verstärkt differenzieren. Deshalb wird im zweiten Teil 
dieser Arbeit die Bedeutung des freien Zinks in der Differenzierung zu Monozyten 
untersucht. Um diese systematisch zu erforschen, werden die Zinkkonzentration sowie die 
sie regulierenden Faktoren (Zinktransporter, zinkbindende Proteine) im Laufe des 1,25VD3-
induzierten Differenzierungsprozesses betrachtet. Außerdem soll die funktionale Bedeutung 
von Zink für die Differenzierung zu Monozyten geklärt werden. Dabei wird der 
Fragestellung nachgegangen, über welchen molekularen Angriffspunkt Zink 
Differenzierungsvorgänge modulieren könnte. So trägt diese Arbeit auf der einen Seite 
wesentlich zum Verständnis physiologischer Prozesse während der monozytären 
Differenzierung bei, liefert aber auf der anderen Seite auch Ansatzpunkte, wie niedrige 
Serumzinkspiegel diesen Prozess beeinfussen können. 
Insgesamt soll diese Arbeit ein umfassendes Bild über die Rolle von Zink in Monozyten 
liefern, indem kurz- und langfristige Veränderungen der Zinkhomöostase in zwei 
wesentlichen Prozessen, der Aktivierung und Differenzierung, beleuchtet werden.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1  Geräte 
• Analysenwaage, 770/GS/GJ (Kern und Sohn, Bahlingen-Fommern) 
• Bio-Imager, LAS 3000 (Fujifilm Lifescience, Düsseldorf) 
• Blot-Transfer-Kammer, Mini Trans (BioRad Laboratories, München) 
• CO2-Inkubator, MCO 17-AIC (Sanyo Fischer, München) 
• CO2-Inkubator, Cytoperm (Hereaus, Osterode) 
• Cytospin-Aufsatz (Heraeus, Osterode) 
• Durchflusszytometer, FACScan (Becton-Dickinson, Heidelberg) 
• Durchflusszytometer, FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Heidelberg) 
• Elektrophoresekammer, Mini-Protean 3 (BioRad Laboratories, München) 
• Elektrophoresenetzgerät, Power-Pack 300 System (BioRad Laboratories, München) 
• Elektrophoresekammer, Mini-Sub Cell GT (BioRad Laboratories, München) 
• ELISA-Reader, Sunrise (Tecan, Crailsheim) 
• ELISA-Washer, Atlantis (Asys Hitech, Eugendorf) 
• Fluoreszenzmikroskop, Axioskop SIP 000503737 (Zeiss, Köln) 
• Fluoreszenzplattenleser Ultra 384 (Tecan, Crailsheim) 
• Folienschweißgerät, Polystar 100 (Rische und Herfurth, Hamburg) 
• Gefrierschrank -20°C (Bosch, München) 
• Gefrierschrank -80°C, MDF-U71V (Sanyo, Gunma, Japan) 
• Kamera, Coolpix 4500 (Nikon, Düsseldorf) 
• Kühlschrank (Bosch, München) 
• Laborwaage, 1265 MP (Sartorius, Göttingen) 
• Magnetrührer, MR 3001 (Heidolph, Schwabach) 
• Mikroskop, Wilovert S (Hund, Wetzlar) 
• Mikrowellenherd, NN-A850W (Panasonic Deutschland, Hamburg) 
• Multipipette, Multipette plus (Eppendorf, Hamburg) 
• pH-Messgerät, HI 9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein) 
• Photometer, BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipetten 0,5 – 10 µl, 10 – 100 µl, 100 – 1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettierhilfe, pipetus-akku (Hirschmann, Eberstadt) 
• Rollenschüttler, CAT RM 5 (Neolab, Heidelberg) 
• Schüttler, HS basic (IKA Labortechnik, Staufen) 
• Standzentrifuge, Multifuge 3 S-R, (Heraeus, Osterode) 
• Standzentrifuge, Christ (Heraeus, Osterode) 
• sterile Werkbank, KR-210 (Kojair, Vilppula, Finnland) 
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• Szintillationszähler, 1219 Rackbeta (LBK, Wallac, Freiburg) 
• Taqman-PCR-Gerät, Sequence Detection System AbiPrism 7000 (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) 
• Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) 
• Tischzentrifuge, 5417 R (Eppendorf, Hamburg) 
• Ultraschallgerät, Vibra Cell (Sonics & Materials, Danbury, USA) 
• Umkehrmikroskop (Zeiss, Jena) 
• UV-Cleaner Box, UVC/T (Lab4You, Berlin) 
• Video Graphik Printer, UP-895CE (Sony, Tokyo, Japan) 
• Vortex, Reax (Heidolph, Schwabach) 
• Zellerntegerät, PHD (Cambridge Technology, Watertown, USA) 
 
3.1.2  Laborbedarf 
• Bakterienfilter, 0,2 µm (Pall, Dreieich) 
• Bürkerkammer mit Deckgläschen (Brand, Wertheim) 
• Einmalküvetten (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Einmalpipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner, Nürtingen) 
• Erlenmeyerkolben, 250 ml (Schott, Mainz) 
• FACS-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Gel Blotting Papier, GB003 (Schleicher und Schuell, Dassel) 
• Gelkamm, 10 und 15 Zähne (BioRad Laboratories, München) 
• Filter Standard Glasfaser (Dunn Labortechnik, Asbach) 
• Frischhaltefolie (RUF, Bremen) 
• Glasplatten, Outer Glass PLT W/1,5 mm, M-P3 (BioRad Laboratories, München) 
• Glasplatten, Short Plates, M-P 3 (BioRad Laboratories, München) 
• Klebefolien, Optical adhesive covers (Applied Biosystems, Foster City, USA) 
• Kunststoffröhrchen mit Schraubverschluss, 15 ml, 50 ml (Falcon, Heidelberg) 
• Latex Einmalhandschuhe (wechselnde Firmen) 
• Mikrotiterplatte, 384-Loch (PerkinElmer, Rodgau) 
• Nitrocellulose-Membran, Trans-Blot Transfer Medium, pure (BioRad Laboratories, 
München) 
• Objektträger, 76 x 26 mm (Engelbrecht, Edermünde) 
• Pipettenspitzen, 1 – 10 µl und 10 – 100 µl (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Pipettenspitzen, 100 – 1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettenspitzen, Combitips, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettenspitzen gestopft, 1 – 10 µl, 10 – 100 µl, 100 – 1000 µl (Biozym, Oldendorf) 
• PPN-Röhrchen mit Verschlusskappe, steril, 5 ml (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Reaktionsgefäße, 1,5 und 2 ml (Sarstedt, Nümbrecht) 
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• Reaktionsplatten, MicroAmp Optical 96-Loch (Applied Biosystems, Foster City, USA) 
• Schlauchfolie, PI, 0,2 mm (VWR international, Darmstadt) 
• Schwammkissen, 8 x 11 cm (BioRad Laboratories, München) 
• S-Monovette (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Szintillationsröhrchen (Perkin Elmer, Rodgau) 
• UV-Einmalküvette, UVette (Eppendorf, Hamburg) 
• Zellkulturflasche, T25 und T75 (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Zellkulturflasche, T25 und T75 (Nunc, Roshilde, Dänemark) 
• Zellkulturplatten, 6-, 12- und 96-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zellschaber, 25 cm (Sarstedt, Nümbrecht) 
 
3.1.3  Zellkulturmedien und Mediumszusätze 
• Fetales Kälberserum (PAA, Cölbe) 
• Kulturmedium RPMI 1640 (Lonza, Köln) 
• L-Glutamin, 200 mM (Lonza, Köln) 
• Natrium-Pyruvat, 100 mM (Lonza, Köln) 
• NEAA, nicht essentielle Aminosäuren, 100x (Lonza, Köln) 
• PBS, Dulbecco´s Phosphate buffered Saline ohne Ca2+ und Mg2+, 1x (Lonza, Köln) 
• Penicillin 10.000 U/ml + Streptomycin 10.000 µg/ml (Lonza, Köln) 
 
3.1.4 Differenzierungsagenzien und Stimulanzien 
• ATRA, all-trans-Retinsäure (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Calcitriol, 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (Tocris, Ellisville, USA) 
• Escherichia coli (E. coli), Stamm BL-21 
• E. coli, Stamm BL-21, transformiert mit dem Vektor pGEX-4T-1, in den das DsRed-
Gen cloniert wurde 
• Lipid A, von E. coli (zur Verfügung gestellt von Prof. H. Brade, Borstel) 
• LPS, Lipopolysaccharid aus E. coli Serotyp 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• PMA, Phorbol-12-myristat-13-acetat (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
 
3.1.5  Antikörper (AK) 
• Kaninchen-anti-human-β-Aktin-AK (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-acetyl-Histon H2A -AK (Lys5) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-acetyl-Histon H2B- AK (Lys5) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-acetyl-Histon H3-AK (Lys 9) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-acetyl-Histon H4-AK (Lys 8) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-Histon H3-AK (Cell Signaling, Beverly, USA) 
  Material und Methoden 
 19 
• Kaninchen-anti-human-phospho-p38 MAPK-AK (Thr180/Tyr182) (Cell Signaling, 
Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-S100A8-AK (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-human-S100A9-AK (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Maus-anti-human-CD14, PE-konjugiert, Clone MφP9 (Pharmingen, Heidelberg) 
• Maus-anti-human-CD11b, FITC-konjugiert, Clone ICRF 44 (AbD Serotec, Kidlington, 
UK) 
• Maus-anti-human-CD11b, PE-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg) 
• Maus-anti-human-CD66b, FITC-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg) 
• Maus-IgG1κ-Isotypkontrolle, FITC-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg) 
• Maus-IgG2bκ-Isotypkontrolle, PE-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg) 
• Maus-IgG1κ Isotypkontrolle, PE-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg)  
• Maus-IgMκ Isotypkontrolle, FITC-konjugiert (Pharmingen, Heidelberg) 
• Ziege-anti-Biotin-Sekundärantikörper, HRP-konjugiert (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Ziege-anti-Kaninchen-Sekundärantikörper, HRP-konjugiert (Cell Signaling, Beverly, 
USA) 
 
3.1.6  Molekularbiologische Reagenzien 
• 100 bp DNA-Leiter, O´Range Ruler (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
• 6 x O´Range Loading Dye Solution (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
• biotinylierte Proteinleiter (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) 
• dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 mM (Applied Biosystems, Warrington, 
Großbritannien) 
• HotStar-Taq, 5 U/ml (Qiagen, Hilden) 
• Oligonucleotidprimer (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• PCR-Puffer (10x) (Qiagen, Hilden) 
• RNase, DNase-frei (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
 
3.1.7 Sonstige Reagenzien 
• A 23187 (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Acrylamid/bis-Acrylamid, 30% (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Agarose (Gibco, Karlsruhe) 
• APS, Ammoniumpersulfat (BioRad Laboratories, München) 
• Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen) 
• Aqua Spüllösung (Delta Select, Pfullingen) 
• Bromphenolblau (Riedel-de-Haën, Hannover) 
• BSA, bovines Serumalbumin (Fluka, Buchs, Schweiz) 
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• Calciumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• CdSO4 (Merck, Darmstadt) 
• Chelex 100, Natrium-Form, trocken (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• db-cAMP, Dibutyryl-cAMP (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• DHR 123, Dihydrorhodamin 123 (Molecular Probes, Eugene, USA) 
• DMSO, Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt) 
• EDTA, Ethlendiamintetraacetat (Merck, Darmstadt) 
• Ethanol, absolut (J.T. Baker, Deventer, Holland) 
• Ethanol, 70%, vergällt (Universitätsklinikum, Aachen) 
• FluoZin-3 Acetoxymethylester (AM), zellpermeabel (Molecular Probes, Eugene, USA) 
• FluoZin-3 A, freie Säure, zellimpermeabel (Molecular Probes, Eugene, USA) 
• Fluo-4 AM (Fluka, Buchs, Schweiz) 
• Giemsa-Lösung, (Merck, Darmstadt) 
• Glycerin (Roth, Karlsruhe) 
• Glycin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Glucose (Merck, Darmstadt) 
• Hepes (Merk, Darmstadt) 
• Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Isopropanol (Merck, Darmstadt) 
• Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• Lipoluma Plus (Lumac LSC B.V., Groningen, Niederlande) 
• LumiGLO Reagenz und Peroxid (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Magermilchpulver Sucofin (Trade Service International, Zeven) 
• Magnesiumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• May-Grünwald-Färbelösung (Merck, Darmstadt) 
• β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 
• Methanol (Universitätsklinikum, Aachen) 
• Methyl-3H-Thymidin (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Großbritannien) 
• Natriumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• Natriumdihydrogenphosphat (Fluka, Buchs, Schweiz) 
• Natronlauge (Merck, Darmstadt) 
• Nonidet P40 (Roche Diagnostics, Penzberg) 
• Propidiumiodid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Ponceau S (Fluka, Buchs, Schweiz) 
• Natriumpyrithion (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Salzsäure, 32% (Merck, Darmstadt) 
• SDS, Sodiumdodecylsulfat (Merck, Darmstadt) 
• TEMED, N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
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• TPEN, N,N,N´,N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin (Sigma-Aldrich, 
Steinheim) 
• Tris-Base, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt) 
• Tris-HCl, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Merck, Darmstadt) 
• Triton X-100 (Merck, Darmstadt) 
• Trypanblau, 0,4% (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• TSQ, Toluolsulfonamidoquinolin (Teflabs, USA) 
• Tween 20 (Merck, Darmstadt) 
• Zinksulfat, Heptadydrat (Merck, Darmstadt) 
• Zinquin Ethyl Ester (Alexis Biochemicals, San Diego, USA) 
 
3.1.8  Inhibitoren der Signaltransduktion 
• Apocynin (Fluka, Buchs, Schweiz), in H2O 
• Bis II, Bisindolylmaleimid II (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• Cytochalasin B (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• 2-ETU, 2-Ethyl-2-thiopseudourea (Calbiochem, Darmstadt), in H2O 
• FCCP, Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (Fluka, Buchs, Schweiz), in 
Aceton 
• Forskolin (Sigma-Aldrich, Steinheim), in Ethanol 
• Geldanamycin (Calbiochem, Darmstadt), in DMSO 
• Genistein (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• H89 (Sigma-Aldrich, Steinheim), in H2O 
• IBMX, 3-Isobutyl-1-methylxanthine (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DSMO 
• LFM A13 (Calbiochem, Darmstadt), in DMSO 
• LY83583 (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• Mastoparan (Sigma-Aldrich, Steinheim), in H2O 
• Methyl-β-Cyclodextrin (Sigma-Aldrich, Steinheim), in H2O 
• NAC, N-Acetylcystein (Fluka, Buchs, Schweiz), in H2O 
• Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich, Steinheim), in H2O 
• Parthenolid (Calbiochem, Darmstadt), in Ethanol 
• Polymyxin B (Sanbio, Beutelsbach), in H2O 
• SB202190 (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• Thapsigargin (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
• Trolox (Sigma-Aldrich, Steinheim), in H2O 
• U0126 (Cell Signaling, Beverly, USA), in DMSO 
• Wortmannin (Sigma-Aldrich, Steinheim), in DMSO 
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3.1.9 Kommerziell erhältliche Kits 
• qScript cDNA-Synthese Kit (Quanta Bioscience, Gaithersburg, USA) 
• Zwei Komponenten-Sets (BD OptEIA) zur Herstellung eines TNF-ELISAs (human 
und murin) inkl. Substrat-, Stopp- und Waschlösung BD (Biosciences Pharmingen, 
Heidelberg) 
• Lance cAMP 384 Kit (PerkinElmer, Rodgau) 
• RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkultur 
Die genutzten Zelllinien werden bei 37°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. Die Zellen werden zweimal wöchentlich mikroskopisch kontrolliert und wie in 
Tab. 3.1 beschrieben in frisches Medium umgesetzt. Das zugesetzte fötale Kälberserum 
(10%) wurde zuvor bei 56°C für 30 Minuten inaktiviert. Alle Medien enthalten außerdem 2 
mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. 
 
Tab. 3.1: Auflistung der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Kulturmedium Zusätze* Zellumsatz 
HL-601 RPMI 1640  1:24 
Jurkat1 RPMI 1640 NEAA (1x) 1:10 
MonoMac-11 RPMI 1640 NEAA (1x) 1:10 
NB42 RPMI 1640 1% Natrium-Pyruvat 1:12 
Raw 264.73 RPMI 1640  1:10 
Raw 264.7-EGFP4 
stabil transfiziert mit humanem TNF-Pro-
motor mit nachgeschaltetem EGFP-Gen 
RPMI 1640 400 µg/ml G418 1:10 
THP-11 RPMI 1640 5 µl/l β-Mercaptoethanol 1:10 
*
 allen Medien wird routinemäßig 10% fötales Kälberserum, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 
µg/ml  Streptomycin zugegeben, weshalb diese Zusätze hier nicht separat aufgeführt werden. 
1
 von DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), Braunschweig 
2
 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Roland Jacobs, Hannover 
3
 von American Type Culture Collection, Manassas, USA 
4 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von PD Dr. Holger Heine, Borstel 
 
 
3.2.2 Bestimmung der Zellzahl 
Die Bestimmung der Zahl lebender Zellen erfolgt mit Hilfe einer Bürker-Kammer. 
Trypanblau färbt dabei die toten Zellen an. 
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Reagenzien: 
- Trypanblau-Lösung (0,4%) 
 
Durchführung: 
• Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau mischen, 10 µl unter das Hämazytometer-
Deckgläschen auf die Bürker-Kammer pipettieren 
• die ungefärbten, lebenden Zellen unter dem Mikroskop in 3 Großquadraten auszählen 
und den Mittelwert (MW) berechnen 
• Zellzahl unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors mit folgender Formel 
bestimmen: 
Formel 1  Zellzahl/ml = MW x Kammerfaktor x Verdünnungsfaktor x 1000 
Kammerfaktor = 15,63 
Verdünnungsfaktor = 2 
 
3.2.3 Präparation der Zellkulturzusätze 
Für die Stammlösungen von Zinksulfat, Pyrithion und TPEN werden die Stoffe in Aqua ad 
iniectabilia gelöst und mittels eines Bakterienfilters (Porengröße 0,2 µm) steril filtriert. Die 
Lagerung erfolgt bei -80°C. Verdünnungen für Gebrauchslösungen werden ebenfalls mit 
Aqua ad iniectabilia durchgeführt. 
1,25VD3 wird in Ethanol (absolut) gelöst und eine Konzentrationsüberprüfung mittels 
Photometer durchgeführt. Dazu werden 2 µl 1,25VD3-Lösung mit 98 µl Ethanol (absolut) in 
eine Küvette gegeben und die Extinktion E260 gemessen. Als Nullwert fungieren 100 µl 
Ethanol (absolut). Die Konzentration der 1,25VD3-Lösung wird nach Angaben des 
Herstellers berechnet, wobei E260 = 0,1 einer 1,25VD3-Konzentration von 2,2 µg/ml 
entspricht. Durch Zugabe von RPMI 1640 (ohne Zusätze) wird eine Stocklösung von  
2 µg/ml (=4,8 µM) hergestellt und bei -80°C gelagert. PMA und LPS werden ebenfalls in 
RPMI 1640 gelöst und bei -80°C gelagert. 
Die Inhibitoren werden nach Angaben der Hersteller unter der sterilen Werkbank gelöst 
(Kap. 3.1.8) und gelagert. Vorverdünnungen werden für Versuche im Fluoreszenzplatten-
leser in Messpuffer, für alle anderen Versuche in PBS angesetzt. 
 
3.2.4 Herstellung zinkfreier Reagenzien mittels Chelex 100 
Chelex 100 ist ein Ionenaustauscherharz mit Iminodiacetat-Gruppen, die als Chelatgruppe 
für divalente Kationen fungieren. Das ermöglicht es, Zink und andere zweiwertige 
Metallionen aus Flüssigkeiten zu entfernen. 
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Reagenzien 
- Chelex 100 
- NaOH (1,25 mM) 
- Aqua bidest. 
- zu behandelnde Reagenzien s.u. 
 
Durchführung: 
• pro ml zu behandelnder Flüssigkeit 50 mg Chelex-Beads abwiegen und in ein 15 ml 
Reaktionsgefäß überführen 
• die Chelex-Beads zweimal in 5 ml NaOH für jeweils 5 min auf dem Rollenschüttler 
waschen. Die Flüssigkeit zwischen den Waschschritten mit einer Pipette vollständig 
entfernen 
• die Chelex-Beads zweimal mit 5 ml H2O spülen 
• das zu behandelnde Reagenz auf die Chelex-Beads geben und für 1 h bei 
Raumtemperatur (RmT) auf dem Rollenschüttler inkubieren 
• den zinkfreien Überstand vorsichtig abnehmen, wobei darauf zu achten ist, dass dieser 
frei von Chelex-Beads ist 
 
Zinkfreie Reagenzien kommen bei folgenden Versuchen zum Einsatz: 
- zinkfreies RPMI-Medium für Differenzierungsversuche, Zugabe von CaCl2 (500 
µM Endkonzentration) und MgCl2 (400 µM Endkonzentration) (107) nach 
Aufreinigung, anschließend Sterilfiltration (Kap. 4.3.4) 
- Messpuffer (Kap. 4.2) 
- LPS-Lösung für Zink-Messung (Kap. 4.1) 
- RPMI als Vehikelkontrolle für Zink-Messung (Kap. 4.1) 
 
3.2.5  Zelldifferenzierung 
Myeloische Zelllinien können durch verschieden Agenzien zur Reifung angeregt werden 
und sind daher ein anerkanntes Modell zur Untersuchung der myeloischen Differenzierung 
in vitro (Kap. 1.1.3). 
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Reagenzien: 
- Zellkulturmedium (s. Tab. 3.1) 
- 1,25VD3 (4,8 µM) 
- TPEN (0,2 mM) 
- Zink (1 mM) 
- Pyrithion (5 mM) 
- Inhibitoren 
 
Durchführung 
• HL-60, NB4 und THP-1, soweit nicht anders angegeben, in frischem Medium auf 5 x 
105/ml einstellen (NB4: 4x105/ml) und mit 1 ml pro Vertiefung in eine Zellkulturplate 
(12-Loch) aussäen 
• Zellen für 10 min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank ruhen lassen 
• je nach Versuchsansatz, TPEN, Zink/Pyrithion oder Inhibitoren auf die Zellen geben 
• nach 30 min erfolgt die Differenzierung der Zellen mit 100 nM 1,25VD3 bei 37°C und 
5% CO2 über eine dem Versuch angepasste Dauer, in der Regel für 72h 
• Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen dann mit 250 ng/ml LPS oder E. coli 
stimuliert und Zytokinsekretion (s. 3.2.19) sowie Phagozytose und oxidativer Burst 
gemessen (s. 3.2.8.4). Alternativ werden die Zellen mit einem Schaber von der 
Kulturplatte gelöst und ihre Zellzahl (s. 3.2.2), die Expression der Oberflächenmarker (s. 
3.2.8.1) oder ihr Zellzyklusstadium (s. 3.2.8.3) bestimmt. Auch die Herstellung von 
Western Blot-Proben (s. 3.2.9) bzw. die Isolation der RNA (s. 3.2.15) wurde im 
Anschluss an die Differenzierung durchgeführt. 
 
Die Differenzierung mit PMA (10 ng/ml) oder ATRA (1 µM) erfolgte analog. Ab-
weichungen bezüglich Zellzahl und Dauer der Behandlung sind Tab. 4.2 zu entnehmen. 
 
3.2.6  May-Grünwald-Giemsa Färbung 
Mit Hilfe dieser Färbung lassen sich morphologische Unterschiede zwischen differenzierten 
und undifferenzierten Zellen lichtmikroskopisch erkennbar machen. Die Färbelösungen 
beinhalten jeweils einen basischen und einen anionischen Farbstoff. Die May-Grünwald-
Lösung besteht aus Eosin-Methylenblau, die Giemsa-Lösung aus Azur-Eosin-Methylenblau. 
Die Zellkerne werden durch Methylenblau dunkel violett gefärbt. Das Zytoplasma ist, 
abhängig vom pH-Wert, graurosa. 
Reagenzien: 
- PBS (1x) 
Einsatz je nach Versuchsansatz, genaue 
Angaben sind den Bildunterschriften der 
jeweiligen Abbildungen zu entnehmen. 
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- Aqua bidest. 
- Giemsa-Lösung (frisch verdünnt: 300 µl Giemsa-Lösung + 9,7 ml Aqua bidest.) 
- May-Grünwald-Färbelösung 
 
Durchführung bei adhärenten Zellen 
• die Zellen nach Basisprotokoll (Kap. 3.2.5) mit 100 nM 1,25VD3 differenzieren 
• den Überstand des 1,25VD3-behandelten Ansatzes nach 72h vorsichtig abnehmen und 
die Zellen in der Platte ca. 1 h an der Luft trocknen 
• Zellen mit 500 µl May-Grünwald-Färbelösung bedecken, Inkubation für 3 min 
(Fixierung) 
• 500 µl Aqua bidest. dazu geben und vorsichtig mischen, 1 min inkubieren (Färbung 1) 
• die Färbelösung abnehmen und die Zellen mit 500 µl verdünnter Giemsa-Lösung 
bedecken, Inkubation für 15 min (Färbung 2) 
• die Zellen anschließend in den Vertiefungen der Platte zweimal mit 1 ml Aqua bidest. 
waschen und an der Luft trocknen. Unter dem Mikroskop mit 40x Vergrößerung 
betrachten und fotografieren 
 
Durchführung bei Suspensionszellen: 
• nach 72h wird der nicht differenzierte Kontrollansatz in PPN-Röhrchen überführt, 
einmal mit 1 ml PBS gewaschen (300 x g, 5 min) und in 1 ml PBS resuspendiert 
• die Zellen 1:10 mit PBS verdünnen 
• 200 µl Zellsuspension im Cytospinaufsatz auf einen Objektträger zentrifugieren 
(300 x g, 10 min) und anschließend für 1 h an der Luft trocknen 
• Fixierung und Färbung erfolgt analog zu der adhärenter Zellen (s.o.) direkt auf dem 
Objektträger 
 
3.2.7  [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay 
Proliferieren Zellen in Anwesenheit von [3H]-Thymidin, so wird dieses in die 
neusynthetisierte DNA eingebaut. Nach Lyse der Zellen kann die DNA auf einem 
Filterpapier angereichert, getrocknet und die β-Strahlung des [3H]-Zerfalls als Maß die 
DNA-Synthese erfasst werden. Der Proliferationsindex setzt den [3H]-Zerfall nach 
Behandlung in Bezug zum [3H]-Zerfall unstimulierter Zellen. 
 
Reagenzien: 
- Methyl-3H-Thymidin (1:20 mit Kulturmedium verdünnt, entspricht 1850 kBq/ml) 
- Aqua bidest. 
  Material und Methoden 
 27 
- Lipoluma (Szintillationsflüssigkeit) 
 
Durchführung: 
• je 100 µl HL-60 (5 x 104/ml) in den Vertiefungen einer Zellkulturplatte (96-Loch) 
aussäen und gemäß Kap. 3.2.5 für 72h stimulieren 
• 16 h vor Ablauf der Inkubationszeit 10 µl der verdünnten [3H]-Thymidin-Lösung in jede 
Vertiefung pipettieren und weiter inkubieren 
• die Zellen nach Ende der 72-stündigen Inkubationszeit mit Hilfe des Zellerntegerätes mit 
Aqua bidest. lysieren und die DNA auf Filterpapier anreichern 
• fünfmal mit Aqua bidest. und einmal mit Ethanol (70%) waschen 
• die Filterpapiere in die Szintillationsröhrchen überführen und im Brutschrank ca. 10 min 
bei 70°C trocknen 
• zum Auflösen des Filterpapiers 3 ml Lipoluma in jedes Röhrchen geben und mehrfach 
schütteln 
• es folgt die Messung der CPM („counts per minute“) im β-Counter und die Berechnung 
des Proliferationsindex (=CPM der Probe/CPM der Kontrolle) 
 
3.2.8 Durchflusszytometrie 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen hinsichtlich ihrer Größe und 
Granularität sowie durch Fluoreszenzmarkierungen charakterisieren. Die durchflusszyto-
metrischen Analysen wurden mit einem FACScan, ausgestattet mit einem Argonlaser  
(488 nm), durchgeführt. Die Zellen werden in einem laminaren Probenstrom einzeln an dem 
Laser vorbeigeleitet, so dass es zur Lichtstreuung kommt. Hierbei dient das Beugungsmuster 
des Lichts (FSC, „forward scatter“) als Maß für die Zellgröße, das im 90° Winkel 
abgestrahlte Licht (SSC, „side scatter“) als Maß für die Granularität der Zellen. Wenn 
Fluorochrome gebunden sind, werden diese zur Fluoreszenz angeregt. Das Licht wird mit 
Hilfe von Spiegeln und optischen Filtern zu Photodetektoren geleitet, die sowohl das 
emittierte als auch das gestreute Licht messen. 
Bei einer Fluoreszenzmarkierung mit Antikörpern muss beachtet werden, dass auch un-
markierte Zellen eine Autofluoreszenz besitzen. Außerdem werden die antigenspezifischen 
Antikörper geringfügig auch über Fc-Rezeptoren (Fc, „fragment crystallizable“) gebunden. 
Daher werden Antikörper, die spezifisch für ein Antigen sind, welches in der Probe nicht 
vorkommt, als so genannte Isotypkontrollen verwendet. Sie sollten einerseits den gleichen 
Isotyp besitzen wie der gegen das gewünschte Antigen spezifische Antikörper, und 
andererseits in gleicher Weise fluoreszenzmarkiert sein. Die Isotypkontrolle kann nur 
  Material und Methoden 
 28 
unspezifisch über den Fc-Anteil gebunden werden und die in einem solchen Ansatz 
gemessene Fluoreszenzintensität kann dann bei der Auswertung der eigentlichen Proben 
berücksichtigt werden. 
 
3.2.8.1 Messung von Oberflächenmarkern im FACS (direkte Färbung) 
Der Nachweis von Oberflächenproteinen erfolgt mit spezifischen Antikörpern, die mit 
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC, Anregungswellenlänge 488 nm / Emissionsmaximum 519 
nm) bzw. Phycoerytrin (PE, Anregungswellenlänge 488 nm / Emissionsmaximum 575 nm) 
markiert sind. Durch das unterschiedliche Emissionsmaximum bei gleicher 
Anregungswellenlänge kann die durchflusszytometrische Messung, bei geeigneter 
Kompensation, in ein und demselben Ansatz durchgeführt werden. 
Exemplarisch ist hier die Durchführung zur parallelen Messung der CD11b- und CD14-
Expression auf der Zelloberfläche beschrieben. Die Färbung von CD11b und CD66b 
erfolgte nach dem gleichen Prinzip. 
 
Reagenzien: 
- PBS (1x) 
- PBS (1x) mit 1% BSA (PBS/BSA) 
- Anti-human CD14, PE konjugiert (Vorverdünnung 1:2 in PBS/BSA) 
- Anti-human CD11b, FITC konjugiert (Vorverdünnung 1:2 in PBS/BSA) 
- Isotypkontrolle IgG2B κ, PE konjugiert (Vorverdünnung 1:5 in PBS/BSA) 
- Isotypkontrolle IgG1κ, FITC konjugiert (Vorverdünnung 1:5 in PBS/BSA) 
 
Durchführung 
• Differenzierung der Zellen nach Basis-Protokoll (Kap. 3.2.5) 
• nach Ende der Inkubationszeit die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von der Platte 
lösen 
• je 1 x 106 Zellen in ein FACS-Röhrchen überführen, zentrifugieren (300 x g, 5 min) und 
das Pellet in 1 ml PBS aufnehmen 
• das Pellet nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (300 x g, 5 min) in 100 µl 
PBS/BSA resuspendieren 
• für die parallele Bestimmung der Oberflächenmarker jeweils 10 µl der vorverdünnten 
Antikörper zu 100 µl Zellsuspension geben. Von den Isotypkontrollen in einem 
separaten Ansatz ebenfalls je 10 µl einsetzen 
• Inkubation der Antikörper für 20 min im Dunkeln bei RmT 
• Waschschritt mit 1 ml PBS (300 x g, 5 min) 
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• das Zellpellet in 300 µl PBS aufnehmen 
• die Messung der Fluoreszenz erfolgt durchflusszytometrisch in Fluoreszenzkanal  
(FL)-1 (CD11b-FITC) und FL-2 (CD14-PE) mit adäquater Kompensation 
 
3.2.8.2 Toxizitätstest mit Propidiumiodid 
Propidiumiodid (PI) interkaliert in doppelsträngige DNA und färbt tote Zellen mit zerstörter 
Membranintegrität, während es intakte Plasmamembranen lebender Zellen nicht passieren 
kann. Es fluoresziert bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm mit einem Emissions-
maximum von 635 nm und kann im Durchflusszytometer (FL-2 oder FL-3) gemessen 
werden. 
Parallel zur Markierung der Oberflächenantigene (Kap. 3.2.8.1) wird immer ein 
Toxizitätstest mit PI angesetzt. Dieser Test kommt außerdem zum Einsatz um die Toxizität 
der verwendeten Zellkulturzusätze, insbesondere der Inhibitoren, zu überprüfen um 
Konzentrationen einsetzen zu können, die die Viabilität der Zellen nicht beeinträchtigen. 
Dazu werden Raw 264.7 (1 x 106/ml, über Nacht ausgesät) mit dem dem Inhibitor für 4 h + 
der jeweiligen Vorinkubationszeit (s. Abbildungen und Tab. 4.1 in Kap. 4.2) inkubiert. Nach 
2 Waschschritten mit PBS werden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen und für 20 
weitere Stunden bis zum Toxizitätstest im Brutschrank kultiviert. 
 
Reagenzien: 
- PBS (1x) 
- PI (1 mg/ml) 
 
Durchführung 
• 1 x 106 Zellen zentrifugieren (300 x g, 5 min) und in 100 µl PBS aufnehmen 
• Inkubation der Zellen mit 10 µg/ml PI für 15 min bei 4°C im Dunkeln 
• Waschschritt mit 1 ml PBS (300 x g, 5 min) 
• Durchflusszytometrische Bestimmung der Vitalitätsrate (FL-2) 
 
3.2.8.3 Zellzyklusanalyse 
Der Zellzyklus lässt sich in 2 Hauptphasen, Mitose- und Interphase, gliedern. Die Interphase 
lässt sich weiter unterteilen in die G1-, S- und G2-Phase. Jede Phase ist durch einen 
spezifischen DNA-Gehalt charakterisiert (Abb. 3.1). Dieser kann mittels PI gemessen 
werden, dessen Fluoreszenzintensität dabei direkt proportional zur gefärbten DNA-Menge 
ist. Nachdem die Zellen mit Ethanol fixiert und die Zellmembran mit Triton X-100 perme-
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abilisiert wurde, kann so eine Aussage darüber getroffen werden, in welchem Zellzyklus-
stadium sich die Zellen befinden. Um unspezifische Bindung von PI an doppelsträngige 
RNA zu verhindern, findet eine Behandlung mit RNase statt. 
PI wird in der FL-2 gemessen. Ein Dotplot in dem FL-2 Area (FL-2A) und FL-2 Width (FL-
2W) gegeneinander aufgetragen werden dient der Dublettendiskriminierung. Durch 
Dublettenbildung könnten Zellen in der G1/G0-Phase fälschlicherweise der G2-Phase 
zugeordnet werden. In der Histogrammdarstellung der Fluoreszenz des PIs (FL-2A) sind 3 
Bereiche zu erkennen (Abb. 3.1). Der Anteil an Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase 
wird mit Hilfe des Programms FlowJo (Modell nach Watson) berechnet. 
 
Abb. 3.1: Exemplarisches Histogramm zur Zellzyklusanalyse (eigene Darstellung) 
 
Reagenzien: 
- Ethanol (70%), auf Eis 
- PBS (1x) 
- PI-Färbelösung (PBS; 0,1% Triton X-100; 0,1 mg/ml DNase freie RNase;10 µg/ml PI) 
 
Durchführung: 
• 1 ml HL-60 (5 x 104/ml) pro Vertiefung in einer 12-Loch Zellkulturplatte in frischem 
Zellkulturmedium aussäen und für 96h differenzieren (Kap. 3.2.5) 
• Zellen mit einem Zellschaber von der Platte lösen, in ein 15 ml Röhrchen überführen 
und zentrifugieren (300 x g, 5 min) 
• den Überstand vollständig abnehmen und das Pellet in 5 ml eiskaltem Ethanol (70%) 
resuspendieren 
• Lagerung bei -20°C über Nacht 
• nach einem Zentrifugationsschritt (300 x g, 10 min) das Ethanol vorsichtig dekantieren 
• Waschschritt in 1 ml PBS (300 x g, 5 min) 
 G1/G0-Phase: einfacher DNA-Gehalt 
Zellwachstum und Proteinsynthese für 
Replikation 
 S-Phase: Zellen in Replikation, DNA-Gehalt 
zwischen dem von G1- und S-Phase 
 G2/M-Phase: Replikation abgeschlossen, 
Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt 
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• das Zellpellet in 1 ml frisch angesetzter PI-Färbelösung aufnehmen und 30 min bei RmT 
im Dunkeln inkubieren 
• Zellen mit 1 ml PBS waschen (300 x g, 5 min) 
• das Pellet in 300 µl PBS aufnehmen und den DNA-Gehalt im FACS-Calibur (FL-2A 
und FL-2W) messen 
3.2.8.4 Messung von Phagozytose und oxidativem Burst 
Zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Phagozytoserate werden Bakterien 
eingesetzt, die das fluoreszierende Protein DsRed exprimieren. Diese werden durch 
differenzierte HL-60 in Anwesenheit von AB-Serum, das zur Opsonierung der Bakterien 
dient, phagozytiert. Phagozytierte Bakterien können durch die Fluoreszenz des DsRed in der 
FL-2 detektiert werden. 
Zur Abtötung der phagozytierten Bakterien werden durch lysosomale Proteine im Phagozyt 
reaktive Sauerstoffspezies gebildet. Dieser Prozess wird als respiratory burst bezeichnet und 
kann parallel zur Phagozytose mittels DHR 123 erfasst werden. Das nicht fluoreszierende 
DHR 123 wird durch die intrazellulären Superoxidanionen zum grün-fluoreszierenden 
Rhodamin 123 oxidiert und kann über die FL-1 detektiert werden. 
 
Reagenzien: 
• AB-Medium (RPMI 1640; 10% (v/v) humanes AB-Serum) 
• Apocynin (50 mM) 
• Cytochalasin B (10 mg/ml) 
• E. coli (Stamm BL 21), transformiert mit dem Vektor pGEX-4T-1, in den das DsRed-
Gen kloniert wurde 
• DHR 123 (1 mg/ml) 
• PBS (1x), 37°C 
 
Durchführung: 
• HL-60 (5 x 105/ml) gemäß Kap. 3.2.5 auf einer 12-Loch Zellkulturplatte differenzieren 
• das Zellkulturmedium nach 72h durch AB-Medium ersetzen und die Zellen für 30 min 
im Brutschrank inkubieren. Die Negativ-Kontrolle in dieser Zeit mit 500 µM Apocynin 
und 100 µM Cytochalasin B behandeln 
• zu allen Ansätzen 50 µl DsRed-markierte E. coli (2,5 x 107/ml) geben und für weitere 30 
min inkubieren 
• nach Ablauf der Inkubationszeit frisch verdünntes DHR 123 mit einer Endkonzentration 
von 1 µg/ml auf die Zellen geben und die Ansätze für weitere 10 min inkubieren 
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• die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte lösen, in ein PPN-Röhrchen überführen 
und zentrifugieren (300 x g, 5 min) 
• zwei Waschschritte mit 1 ml PBS (300 x g, 5 min) 
• das Pellet in 300 µl PBS aufnehmen 
• nun mit Hilfe des Durchflusszytometers die Aufnahme der DsRed-markierten E. coli 
(FL-3) und die Oxidation des DHR 123 (FL-1) beurteilen 
 
3.2.9 Generierung der Zelllysate für die Western Blot-Analysen 
Um intrazelluläre Proteine und deren Phosphorylierungsgrad mittels SDS-Page (s. 3.2.10) 
und Western Blot (s. 3.2.11) untersuchen zu können, müssen die Zellen aufgeschlossen 
werden. Dies geschieht mit Natriumdodecylsulfat (SDS)-haltigem Probenpuffer. Die 
Tertiär- und Sekundärstrukturen der einzelnen Proben werden durch Erhitzen auf 95°C 
zerstört und die Disulfidbrücken im Molekül werden durch die Zugabe von β-Mercapto-
ethanol zum Probenpuffer gespalten. Um den Abbau von Phosphorylierungen zu verhindern, 
wird Natriumorthovanadat zugefügt.  
 
Reagenzien: 
- Probenpuffer (65 mM Tris-HCl; 25% Glycerin; 2% SDS; 0,01% Bromphenolblau; pH 
6,8) 
- β-Mercaptoethanol 
- Natriumorthovanadat (95 mM) 
 
Durchführung: 
• Zur Zerstörung von Polymeren das in H2O gelöste Natriumorthovanadat bis zur 
Farblosigkeit kochen, anschließend pH-Wert auf 10 einstellen, Lagerung bei 4°C 
• den Probenpuffer mit 0,1 ml β-Mercaptoethanol/ml Puffer und 1 mM Natriumvanadat 
versetzen 
• die Zellen mit dem Zellschaber von der Platte lösen, 10 µl der Zellsuspension zur 
Zellzählung (Kap. 3.2.2) nutzen, um in Kap. 3.2.10 eine definierte Zellzahl einsetzen zu 
können 
• die restliche Zellsupsension zentrifugieren (10000 x g, 1 min) und den Überstand mit 
einer Pipette vollständig abnehmen 
• das Zellpellet in 100 µl Probenpuffer lysieren 
• Lysate mit dem Ultraschallgerät auf Eis für 5 Sekunden sonifizieren (Intensität 3, 
Output control 5, duty cycle 50%), dann bei 95°C im Thermoblock für 5 min erhitzen 
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• Lagerung der Proben bei -20°C 
 
3.2.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 
SDS ist ein anionisches Detergenz, welches die Eigenladung von Proteinen überdeckt und so 
gewährleistet, dass die Proteine in Abhängigkeit ihres Molekulargewichts aufgetrennt 
werden können. Die Auftrennung der Proteine erfolgt mittels diskontinuierlicher 
Gelelektrophorese um möglichst scharfe Banden zu erzielen. Dazu werden ein Sammel- und 
ein Trenngel mit jeweils unterschiedlichen Puffersystemen und ein glycinhaltiger 
Elektrophoresepuffer verwendet. Das Sammelgel dient der Konzentrierung der Proteine in 
einer scharfen Linie, die dann im Trenngel umgekehrt proportional zu ihrem 
logarithmischen Molekulargewicht aufgetrennt werden. 
 
Reagenzien: 
- Aqua Spüllösung 
- APS-Lösung (10%) 
- Tris-HCl (1,5 M; pH 8,8 und 0,5 M; pH 6,8) 
- 5x Elektrophorese-Puffer (0,12 mM Tris Base; 0,96 M Glycin; 0,5% SDS; pH 8,3) 
- Acrylamid/bis-Acrylamid (30%) 
- TEMED 
- biotinylierter Molekulargewichtsmarker 
- Probenpuffer (65 mM Tris-HCl; 25% Glycerin; 2% SDS; 0,01% Bromphenolblau; pH 
6,8) 
 
Durchführung: 
• die Glasplatten mit Ethanol reinigen und in die Gießhalterung einbauen 
• zu Beginn das Gel gießen. Es weist eine Geldicke von 1,5 mm auf und besteht aus 
einem Trenngel und einem Sammelgel. Der Acrylamidgehalt des Geles bemisst sich 
nach dem Molekulargewicht des Proteins. Für sehr kleine Proteine wie S100-Proteine 
und Histone wird ein 15%iges Gel verwendet, für größere Proteine wie p38 und β-Aktin 
wird ein 8,5%iges Gel eingesetzt 
• die Komponenten für das Trenngel mischen (Tab. 3.2), luftblasenfrei zwischen die 
Glasplatten pipettieren und mit Aqua Spüllösung überschichten. Die Polymerisierung 
dauert ca. 30 min 
• die Aqua Spüllösunge entfernen, die Komponenten des Sammelgels mischen (Tab. 3.2), 
auf das Trenngel gießen, den Gelkamm einsetzen und 30 min polymerisieren lassen 
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• die Glasplatten mit dem fertigen Gel in die Montagehalterung klemmen und in die 
Elektrophoresekammer stellen, den Kamm aus dem Sammelgel entfernen 
• Befüllung der Elektrophoresekammer mit Elektrodenpuffer (1x) 
• die biotinylierte Proteinleiter 1:10 mit Probenpuffer verdünnen und gemeinsam mit den 
Proben für 5 min bei 95°C erhitzen 
• 10 µl der verdünnten Proteinleiter und eine Menge Probe, die 2 x 105 Zellen (S100A8) 
bzw. 1 x 105 Zellen (alle anderen Antikörper) entspricht, in die Taschen des Gels 
pipettieren 
• leere Geltaschen mit Probenpuffer beladen, um einen gleichmäßigen Gellauf zu 
gewährleisten 
 
Tab. 3.2: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 
 Trenngel  Sammelgel 
Substanzen 8,5% 15% Substanzen 4% 
H2O 4,1 ml 2,16 ml H2O 2,08 ml 
1,5 M Tris-HCl 
pH 8,8 2,34 ml 2,34 ml 
0,5 M Tris-HCl 
pH 6,8 910 µl 
Acrylamid 
30%-Stock 2,55 ml 4,5 ml 
Acrylamid 
30%-Stock 467 µl 
10% APS 
frisch angesetzt 90 µl 90 µl 
10% APS 
frisch angesetzt 35 µl 
TEMED 20 µl 20 µl TEMED 7,8 µl 
Gesamtvolumen 9 ml 9 ml Gesamtvolumen 6 ml 
 
• die Elekrophorese läuft auf Eis bei 150 V für 60 bis 90 min 
 
3.2.11 Western Blot 
Nach Abschluss der Gelelektrophorese werden die aufgetrennten Proteine aus der Poly-
acrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld (Tank-Blot-
System) auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Der Nachweis der Proteine erfolgt 
mittels spezifischer Antikörper. Um unspezifische Bindungen der Antikörper an die 
Nitrocellulosemembran zu vermeiden, werden mögliche Bindungsstellen mit Magermilch-
pulver blockiert. Um die hochaffine Bindung der Antikörper an die Proteinepitope 
nachweisen zu können, werden speziesspezifische Sekundärantikörper verwendet, an die die 
Meerrettichperoxidase gekoppelt ist („horseradish peroxidase“, HRP). Die HRP kann die 
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LumiGlo-Lösung als Substrat umsetzen wobei ein Intermediat entsteht, welches als Chemi-
lumineszenz mit Hilfe des LAS 3000 detektiert werden kann. 
 
Reagenzien: 
- Transferpuffer (25 mM Tris-Base; 0,2 mM Glycin; 20% Methanol; pH 8,5) 
- Ponceau S-Solution 
- 10x TBS-Puffer (0,2 M Tris-Base; 2,28 M NaCl; pH 7,6) 
- TBS-T-Puffer (1x TBS; 0,1% Tween-20) 
- Blocking-Puffer (TBS-T; 5% (w/v) Magermilchpulver) 
- Primärantikörper-Lösung (1:1000 in TBS-T; 5% (w/v) Magermilchpulver) 
- Sekundärantikörper-Lösung (TBS-T; 5% (w/v) Magermilchpulver; HRP-konjugierter 
Sekundärantikörper (1:2000); HRP-konjugierter Anti-Biotin-Antikörper (1:1000)) 
- Detektionslösung (0,5 ml LumiGlo-Reagenz (20x); 0,5 ml LumiGlo Peroxid (20x); 9,5 
ml Aqua Spüllösung) 
 
Durchführung: 
• Nitrocellulosemembran und das Whatman-Papier auf Gelgröße zurecht schneiden und in 
Transferpuffer äquilibrieren, dann das Blot-Sandwich zusammen setzen 
• auf die Vorrichtung ein Schwammkissen, ein Whatman-Papier und das SDS-Gel 
platzieren. Die Nitrocellulosemembran dann luftblasenfrei auf das Gel legen und diese 
mit einem weiteren Whatman-Papier und einem Schwammkissen bedecken 
• das Blot-Sandwich in das Blot-Modul einsetzen, dabei ist das Gel der Kathode und die 
Membran der Anode zugewandt 
• eine Kühleinheit in den Tank einsetzen und den Transferpuffer einfüllen 
• das Blotten erfolgt bei 100 V für 1h 
• ist der Blot beendet, die Membran zur Kontrolle des gleichmäßigen Proteintransfers für 
ca. 1 min mit Ponceau S-Lösung inkubieren 
• die Membran mit Transferpuffer entfärben und für 1h in Blocking-Puffer inkubieren 
• Inkubation mit 10 ml der jeweiligen Primärantikörper-Lösung über Nacht bei 4°C 
• drei Waschschritte mit ca. 50 ml TBS-T auf dem Schüttler 
• Inkubation der Membran mit 10 ml Sekundärantikörper-Lösung für mind. 1h bei RmT 
• drei Waschschritte mit ca. 50 ml TBS-T auf dem Schüttler 
• Inkubation der Membran in der frisch angesetzten Detektionslösung für 1 min  
• die Detektion der Chemilumineszenz erfolgt mit einem LAS-3000 bei steigender 
Belichtungszeit im Intervall von 10 sec 
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• Die optische Dichte der Signale mit Hilfe des Programms Quantity One (Biorad, 
Version 4.3.0) quantifizieren 
 
3.2.12 Messung von intrazellulären Ionen mittels Fluoreszenzsonden 
Mit Hilfe spezifischer Fluoreszenzsonden ist es möglich, sowohl die intrazelluläre 
Konzentration freier Ionen zu untersuchen als auch deren Veränderung nach Stimulation der 
Zellen. In dieser Arbeit wurde überwiegend die zinkselektive Sonde FluoZin-3 genutzt. 
FluoZin-3 fungiert als Zinkchelator und verändert nach Zinkbindung seine 
Fluoreszenzeigenschaften. Es ist strukturell mit den Calciumindikator Fluo-4 verwandt, 
jedoch wird seine Fluoreszenz durch Calcium (bis zu 1 µM) nicht beeinflusst. Die Sonde 
liegt als Acetoxymethylester (AM) vor und kann frei durch die Plasmamembran in die Zelle 
diffundieren. Intrazellulär wird die Estergruppe durch unspezifische Esterasen gespalten. 
Die dabei entstehenden freien Carboxylgruppen verhindern, dass die Sonde die Plasma-
membran erneut passiert. 
Nach Zink-Bindung emittert FluoZin-3 bei einer Anregungswellenlänge von 494 nm Licht 
mit einem Emissionsmaximum von 516 nm. Unter Berücksichtigung der 
Dissoziationskonstanten für den Zink/FluoZin-3-Komplex von 8,9 nM (108) können die 
gemessenen Fluoreszenzen quantifiziert werden (109): 
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Mittels Inkubation mit dem Zink-Chelator TPEN (50 µM) wird die Autofluoreszenz der 
Zellen (Fmin) bestimmt. Die Fluoreszenz bei vollständiger Sättigung der Sonde (Fmax) wird 
durch Inkubation der Zellen mit 100 µM Zink + 50 µM Natriumpyrithion ermittelt. 
 
3.2.12.1 Messung des LPS/E. coli-induzierten Zinksignals in Raw 264.7 
Reagenzien: 
- Zellkulturmedium (s. Tab. 3.1) 
- FluoZin-3 AM (1 mM in DMSO) 
- Inkubationspuffer (5 mM Glucose; 1 mM MgCl2; 1 mM NaH2PO4; 1,3 mM CaCl2 ; 
120 mM NaCl; 25 mM Hepes; 5,4 mM KCl; 0,3% BSA; pH 7,35) 
- Messpuffer (wie Inkubationspuffer ohne BSA) 
- ZnSO4 (10 mM) 
- Natriumpyrithion (5 mM) 
- TPEN (2 mM) 
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- Inhibitoren 
- LPS (25 µg/ml) 
- RPMI 
- E. coli (Stamm BL-21) in PBS 
- PBS (1x) 
 
 
Durchführung: (alle Ansätze in Dreifachbestimmung) 
• je 100 µl Raw 264.7 für 48 h (6 x 105/ml) bzw. 72 h (3 x 105/ml) in frischem Medium in 
den Vertiefungen einer Zellkulturplatte (96-Loch) bei 37°C, 5% CO2 kultivieren 
• vor der Messung alle Puffer im Wasserbad auf 37°C erwärmen, um ein Ablösen der ad-
härenten Zellen sowie eine stressvermittelte Zinkfreisetzung durch starke Temperatur-
schwankungen zu vermeiden 
• die Zellen vor der Sondenbeladung in der 96-Lochplatte vorsichtig mit 100 µl 
Messpuffer waschen und den Puffer wieder entfernen 
• pro Vertiefung 50 µl Inkubationspuffer mit 1 µM FluoZin-3 auf die Zellen geben und bei 
37°C, 5% CO2 für 30 min inkubieren 
• 2 Waschschritte mit 100 µl Messpuffer 
• zur Messung je 100 µl Messpuffer in die Vertiefungen füllen 
• die Inhibitoren mit einer Vorinkubationszeit wie in Kap. 4.2 angegeben hinzufügen 
• zur Bestimmung des Maximalzinkwerts und der Autofluoreszenz (Fmax und Fmin) zwei 
Ansätze mit 100 µM Zn + 50 µM Pyrithion bzw. 50 µM TPEN versetzen und 10 min bei 
37°C im Dunkeln inkubieren 
• danach erfolgt die Messung des basalen Zinks im vorgeheizten Fluoreszenzplattenleser 
(37°C) mit optimierter Z-Position bei 485 nm Anregungs- und 535 nm Emissionswellen-
länge, wobei 5 Messungen im Abstand von 2 min durchgeführt werden 
• je nach Versuchsansatz 500 ng/ml LPS bzw. E. coli (5 x 107/ml) sowie entsprechende 
Vehikel-Kontrollen in die entsprechenden Vertiefungen geben 
• unter Beibehaltung der Ausgangseinstellungen eine Kinetik mit 25 Messungen im 
Intervall von 2 min durchführen 
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3.2.12.2 Messung von intrazellulärem Calcium und Zink in differenzierten und nicht 
differenzierten HL-60 
Fluo-4 ermöglicht eine Quantifizierung der intrazellulären Calciumkonzentration gemäß 
Formel 2 nach Grynkiewicz et al. (109) (Kap. 3.2.12). Die zu berücksichtigende 
Dissoziationskonstante beträgt 345 nM (110). 
Zur Untersuchung des Zinkgehalts während des Differenzierungsprozesses wurde neben 
FluoZin-3 eine zweite Zinksonde, Zinquin, eingesetzt. Allerdings ist Zinquin aus zwei 
Gründen nicht zur Quantifizierung der freien Zinkkonzentration geeignet: Erstens bindet es 
Zink in 1:1 und 1:2 Komplexen mit unterschiedlichen Dissoziationskonstanten. Zweitens 
bindet es nicht nur freies, sondern teilweise auch an Metalloproteine gebundenes Zink, so 
dass die Konzentration an freiem Zink überschätzt würde (111). Es erfolgte daher mit 
Zinquin eine qualitative Auswertung, in der die Autofluoreszenz der Zellen von der 
gemessenen Fluoreszenz subtrahiert wurde, um die Werte der differenzierten und nicht 
differenzierten Zellen miteinander zu vergleichen. 
 
Reagenzien: 
- s. 3.2.12.1, zusätzlich: 
- Zinquin Ethyl Ester (5 mM in DMSO) 
- Fluo-4 AM (1 mM in DMSO) 
- A 23187 (100 µM) 
- EDTA (0,5 M) 
- NP-40 
 
Durchführung: (alle Ansätze in Dreifachbestimmung) 
• je 100 µl HL-60 (5 x 105/ml) zur Messung der basalen Ionenkonzentration in die Ver-
tiefungen einer Zellkulturplatte (96-Loch) geben und mit 100 nM 1,25VD3 für 24h, 48h 
oder 72h differenzieren 
• alle Puffer im Wasserbad auf 37°C erwärmen, um ein Ablösen der adhärenten Zellen 
sowie eine stressvermittelte Zink- oder Calciumfreisetzung durch starke Temperatur-
schwankungen zu vermeiden 
• Zellen vor der Sondenbeladung in der Zellkulturplatte mit 100 µl Messpuffer waschen 
• je 50 µl Inkubationspuffer mit Sonde gemäß Tab. 3.3 auf die Zellen geben und 30 min 
bei 37°C und 5% CO2 inkubieren 
• 2 Waschschritte mit 100 µl Messpuffer 
• vor der Messung werden die Vertiefungen mit je 100 µl Messpuffer befüllt 
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• zur Bestimmung der Maximal- und der Autofluoreszenz (Fmax und Fmin) 2 Ansätze wie in 
Tab. 3.3 beschrieben behandeln und 10 min bei 37°C im Dunkeln inkubieren 
 
Tab. 3.3: Fluoreszenzsonden zur Detektion von Zink (FluoZin-3, Zinquin) und Calcium (Fluo-4) 
 FluoZin-3 Zinquin Fluo-4 
Konzentration (µM) Sonde 1 µM 25 µM 1 µM 
Fmax 
100 µM ZnSO4 
50 µM Pyrithion 
100 µM ZnSO4 
50 µM Pyrithion 2 µM A23187 
Fmin 50 µM TPEN 50 µM TPEN 
20 mM EDTA 
1% NP-40 (v/v) 
Anregungswellenlänge 485 nm 360 nm 485 nm 
Emissionswellenlänge 535 nm 465 nm 535 nm 
 
• Messung der basalen Ionenkonzentration im vorgeheizten Fluoreszenzplattenleser 
(37°C) mit optimierter Z-Position. Anregungs- und Emissionswellenlänge sind Tab. 3.3 
zu entnehmen. Es werden 5 Messungen im Abstand von 2 min durchgeführt, wobei die 
5. Messung als basale Ionenkonzentration in die Auswertung einbezogen wird 
• soll zusätzlich die Veränderung des intrazellulären Zinks mittels FluoZin-3 nach 
Stimulation erfasst werden, im Anschluss an die Baselinemessung 250 ng/ml LPS bzw. 
E. coli (5 x 107/ml) sowie 2 µl RPMI bzw. PBS als Vehikel-Kontrollen in die 
entsprechenden Ansätze geben 
• unter Beibehaltung der Einstellungen wird eine Kinetik mit 25 Messungen im Intervall 
von 2 min durchgeführt 
 
Parallel zur Bestimmung der Ionenkonzentration differenzierter Zellen erfolgt als Kontrolle 
die Messung von undifferenzierten HL-60 in Suspension. 
• undifferenzierte HL-60 in einem PPN-Röhrchen zentrifugieren (300 x g, 5 min) und ein 
Mal mit 1 ml PBS waschen 
• Zellzahl auf 2 x 106/ml in Inkubationspuffer einstellen und mit der entsprechenden 
Sonde (Tab. 3.3) versetzen 
• HL-60 schüttelnd im Wasserbad für 30 min bei 37°C inkubieren 
• zwei Waschschritte (300 x g, 5 min) mit 1 ml in Messpuffer 
• die Zellen (2 x 106/ml) in Messpuffer resuspendieren und je 100 µl in die Vertiefungen 
der 96-Loch Zellkulturplatte pipettieren, auf der sich schon die differenzierten HL60 
(s.o.) befinden 
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• es folgt die Inkubation zur Bestimmung von Fmax und Fmin. Anschließend die Messung 
im Fluoreszenzplattenleser wie oben beschrieben durchführen 
 
3.2.12.3 FluoZin-3A-Messung 
FluoZin-3A ist die freie Säure der genutzten Zink-Sonde FluoZin-3AM. Es wird zur 
Kontrolle von Zinkkontaminationen oder zinkchelatierender Eigenschaften der verwendeten 
Reagenzien, insbesondere der Inhibitoren, eingesetzt. 
 
Reagenzien: 
- FluoZin-3A (1 mM in DMSO) 
- Messpuffer (5 mM Glucose; 1 mM MgCl2; 1 mM NaH2PO4; 1,3 mM CaCl2 ; 
120 mM NaCl; 25 mM Hepes; 5,4 mM KCl; pH 7,35) 
- ZnSO4 (10 mM) 
- Pyrithion (5 mM) 
- TPEN (2 mM) 
- Inhibitoren (s. Kap. 4.2) 
- zur Stimulation verwendete Reagenzien (Kap. 4.1 und Kap. 4.2) 
 
Durchführung: 
• Messpuffer mit 1 µM FluoZin-3A versetzen und 100 µl pro Vertiefung in eine 96-Loch 
Zellkulturplatte pipettieren 
• Zugabe von 50 µM TPEN (Fmin), 100 µM Zink + 50 µM Pyrithion (Fmax), sowie der 
Inhibitoren und Stimulatien in den entsprechenden Mengen 
• Inkubation für 15 min bei RmT im Dunkeln 
• Messung im Fluoreszenzplattenleser bei 485 nm Anregungs- und 535 nm 
Emissionswellenlänge 
 
3.2.12.4  Fluoreszenzmikroskopie 
Mit Hilfe spezifischer Fluoreszenzsonden kann im Fluoreszenzmikroskop die intrazelluläre 
Verteilung des freien Zinks während des Differenzierungsprozesses untersucht werden. 
Neben FluoZin-3 (Emissionsmaximum 516 nm) wurde die zinkspezifische 
Fluoreszenzsonde TSQ (Emissionsmaximum 485 nm) eingesetzt, da mit dieser in anderen 
Differenzierungsmodellen die Kerntranslokation von Zink nachgewiesen werden konnte 
(103). Zur besseren Beurteilung der Lokalisation des freien Zinks mit FluoZin-3 wurde 
parallel der Kernfarbstoff Höchst 33258 (Emissionsmaximum nach DNA-Bindung 461 nm) 
eingesetzt. Das war bei TSQ aufgrund des ähnlichen Emissionsmaximums nicht möglich. 
  Material und Methoden 
 41 
Reagenzien: 
- PBS (1x) 
- FluoZin-3 AM (1 mM in DMSO) 
- Höchst 33258 (18,7 mM in DMSO) 
- TSQ (4 mM in Ethanol) 
- Inkubationspuffer (5 mM Glucose; 1 mM MgCl2; 1 mM NaH2PO4; 1,3 mM CaCl2 ; 120 
mM NaCl; 25 mM Hepes; 5,4 mM KCl; 0,3% BSA; pH 7,35) 
 
Durchführung für adhärente Zellen: 
• 2 ml HL-60 (5 x 105/ml) in einer 6-Loch Zellkulturplatte aussäen, in der sich ein 
autoklaviertes Deckgläschen befindet 
• die Zellen dann für 48 h bzw. 72 h mit 100 nM 1,25VD3 gemäß Kap. 3.2.5 zur 
Differenzierung anregen, als Negativkontrolle dienen unbehandelte Zellen in Suspension 
(s.u.) 
• alle Puffer vor der Sondenbeladung auf 37°C erwärmen, um ein Ablösen der adhärenten 
Zellen sowie eine stressvermittelte Zinkfreisetzung durch starke Temperatur-
schwankungen zu vermeiden 
• Waschen der Zellen in der Zellkulturplatte mit 2 ml PBS, anschließend mit 1,5 ml Inku-
bationspuffer mit 1 µM FluoZin-3 bzw. 30 µM TSQ für 30 min bei 37°C inkubieren 
• nach 20 min zu den Zellen, die mit FluoZin-3 gefärbt werden 1,2 µl Höchst 33258 
(15 µM) hinzufügen 
• nach Ablauf der 30-minütigen Inkubationszeit alle Zellen vorsichtig zweimal mit 2 ml 
PBS waschen 
• die Deckgläschen mit den adhärenten Zellen aus der Zellkulturplatte nehmen, von der 
Rückseite mit Ethanol reinigen und auf einem Objektträger mit dem 
Fluoreszenzmikroskop bei 40x Vergrößerung betrachten und fotografieren 
 
Durchführung für Suspensionszellen 
• 2 ml HL-60 (5 x 105/ml) in einer 6-Loch Zellkulturplatte aussäen und für 24 h gemäß 
Kap. 3.2.5 mit 100 nM 1,25VD3 differenzieren. Als Negativkontrolle dienen 
unbehandelte Zellen 
• die Zellen nach 24 h in ein PPN-Röhrchen überführen, mit 2 ml PBS waschen (300 x g, 
5 min) und in 1,5 ml Inkubationspuffer mit 1 µM FluoZin-3 bzw. 30 µM TSQ für 
30 min schüttelnd im Wasserbad bei 37°C inkubieren 
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• nach 20 min zu den Zellen, die mit FluoZin-3 gefärbt werden 1,2 µl Höchst 33258 (15 
µM) hinzufügen 
• die Zellen nach Ablauf der 30 minütigen Inkubationszeit zweimal mit 2 ml PBS waschen 
(300 x g, 5 min) 
• 200 µl Zellsuspension mittels Cytospin-Aufsatz auf einen Objektträger zentrifugieren 
(300 x g, 10 min) 
• 20 µl PBS auf die zentrifugierten Zellen geben, ein Deckglas auflegen, bei 40x 
Vergrößerung betrachten und fotografieren 
 
3.2.13  Zytotoxizitätsmessung mit Neutralrot 
Der Farbstoff Neutralrot (NR) hat einen pKA-Wert in der Nähe des Neutralpunktes und liegt 
daher intrazellulär häufiger protoniert vor als im umgebenden Puffer, der üblicherweise 
einen etwas höheren pH als das Cytosol hat. NR kann als geladenes Molekül die Zellmem-
bran nicht mehr passieren und wird intrazellulär, insbesondere in den aziden Lysosomen, 
akkumuliert. Dies erfordert eine intakte Plasmamembran und funktionierende H+-ATPasen. 
Deshalb kann die Aufnahme von NR in einer Zellpopulation als Maß für die Menge an 
lebenden Zellen verwendet werden. Da NR-Aufnahme und Retention aktive Prozesse sind, 
kann der NR-Test frühzeitiger eingesetzt werden um die Toxizität eines Stoffes zu 
beurteilen als die PI-Färbung, die allein auf passiver Aufnahme von PI nach dem Verlust der 
Membranintegrität basiert. Der NR-Test wurde daher verwendet, um die Viabilität von 
MonoMac-1 direkt nach einstündiger Inkubation mit Mastoparan (Kap. 4.2.2) zu 
überprüfen. 
 
Reagenzien: 
- RPMI-Medium mit Zusätzen (s. Tab. 3.1) 
- Mastoparan (677 µM) 
- CdSO4 (50 mM) 
- Neutralrot: Stammlösung (4 g/ml), Gebrauchslösung (Stammlösung 1:125 in Medium) 
- PBS (1x) 
- Essigsaures Ethanol (1 ml konzentrierte Essigsäure, 50 ml Aqa Dest., 50 ml EtOH) 
 
Durchführung (alle Ansätze in Vierfachbestimmung): 
- MonoMac-1 (1 x 106/ml in Kulturmedium) mit 100 µl in die Vertiefungen einer 96-Loch 
Zellkulturplatte geben 
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- Zugabe von 10 µM Mastoparan für 60 min, parallel dazu als Positivkontrolle einen 
Ansatz mit 100 µM CdSO4 inkubieren, einen Ansatz unbehandelt lassen und einen 
weiteren Ansatz ohne Zellen mitlaufen lassen 
- Inkubation bei 37°C, 5% CO2 
- 1 x mit PBS waschen, dafür die Platte 5 min bei 300g zentrifugieren 
- pro Vertiefung 100 µl Neutralrot Gebrauchslösung zugeben und die Zellen für 3 h bei 
37°C inkubieren 
- 1 x mit PBS waschen, dafür die Platte zentrifugieren (300 x g, 5 min) 
- die Zellen durch Zugabe von je 100 µl Essigsaurem Ethanol und 15-minütigem 
Schütteln auf dem Plattenrüttler (750 rpm) aufschließen. 
- danach Messung der Extinktion bei 540 nm (Referenzwellenlänge 612 nm) 
 
3.2.14 Messung der intrazellulären cAMP-Konzentration 
Die Messung der cAMP-Produktion in undifferenzierten HL-60 nach Forskolin-Stimulation 
wurde mit Hilfe des Lance® cAMP 384 Kits der Firma PerkinElmer durchgeführt. Diese 
Methode nutzt FRET um die Bindung von cAMP an spezifische Antikörper zu detektieren. 
Die cAMP-spezifischen Antikörper sind mit Alexa Fluor 647 gekoppelt. 
Das Prinzip dieser Methode basiert darauf, dass natürliches cAMP aus der Probe sowie 
Europium-W8044-Chelat-markiertes cAMP aus dem Detektionsmix um die limitierten 
Bindungsstellen des Alexa Fluor 647-gekoppelten Antikörpers konkurrieren. Bindet 
markiertes cAMP an den Antikörper, befinden sich Europium und Alexa Fluor 647 in 
räumlicher Nähe. Wird dann das Europium-W8044-Chelat bei einer Wellenlänge von 340 
nm angeregt, wird die freiwerdende Energie auf das Alexa Fluor 647 übertragen. Dieses 
emittiert dadurch Licht einer Wellenlänge von 665 nm. Ist unmarkiertes cAMP der Probe an 
den Antikörper gebunden, findet kein FRET statt. Die Fluoreszenz der Probe bei 665 nm ist 
also umgekehrt proportional zur cAMP-Konzentration. Mit Hilfe einer cAMP-
Standardkurve kann die cAMP-Konzentration der Probe berechnet werden. 
 
Reagenzien: 
- RPMI-Medium (s. Tab. 3.1) 
- TPEN (0,2 mM) 
- Zink (1 mM) 
- Pyrithion (5 mM) 
- Forskolin (5 mM) 
- Inkubationspuffer (PBS; 0,1% BSA (w/v); 0,5 mM IBMX), auf Eis 
- cAMP-Antikörper, gekoppelt an Alexa Fluor 647 (1:100 in Inkubationspuffer) 
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- cAMP-Standard in Serienverdünnung (gemäß Kit) 
- Detektionsmix (gemäß Kit) 
 
Durchführung: 
Die Durchführung erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers mit einigen Modifikationen 
• 2 ml HL-60 (5 x 105/ml) in frischem Medium in 2 ml Reaktionsgefäßen bei 37°C unter 
Schütteln im Thermoblock wie in Abb. 4.30 angegeben mit TPEN bzw. Zink/Pyrithion 
für 30 min inkubieren 
• Zugabe von Forskolin in einer Endkonzentration von 10 µM und Stimulation für weitere 
30 min 
• Zellen zentrifugieren (1000 x g, 1 min), Überstand vollständig abnehmen und das Pellet 
in 500 µl eiskaltem Inkubationspuffer (2 x 106/ml) resuspendieren 
• in eine 384-Loch Mikrotiterplatte 6 µl verdünnter cAMP-Antikörper vorlegen, dann 6 µl 
Zellsuspension bzw. cAMP-Standard-Lösung dazu gegeben 
• 12 µl Detektionsmix in die Vertiefungen der Platte pipettieren 
• um einen Effekt von TPEN oder Zink/Pyrithion auf die Fluoreszenz des Alexa Fluors 
auszuschließen, 6 µl Antikörperlösung + 6 µl cAMP-Standard (10-9 M) + 12 µl 
Detektionsmix mit den Substanzen (Endkonzentration 1,5 µM TPEN, 10 µM Zink/10 
µM Pyrithion) versetzen und gemeinsam mit den Proben messen 
• Platte mit Folie abdecken und 10 sec auf einem Plattenrüttler mit 750 rpm schütteln 
• nach 1 h Inkubation im Dunkeln bei RmT erfolgt die Detektion der Fluoreszenz mittels 
Fluoreszenzplattenlesers mit folgenden Einstellungen: 
 
Anregungswellenlänge 340 nm 
Emissionwellenlänge 670 nm (FRET-Signal) 612 nm (Korrektur) 
Verzögerungszeit 50 µs 
Integrationszeit 200 µs 
Anzahl der Blitze 50/Sekunde 
 
• die cAMP-Konzentration mit Hilfe der cAMP-Standardkurve quantifizieren. Vorher eine 
Quenchkorrektur gemäß der Angaben des Herstellers durchführen 
 
3.2.15 RNA-Isolierung 
Zur Isolation der RNA wird das RNeasy Mini Kit von Qiagen genutzt. Dazu werden die 
Proben zunächst mit einem Puffer lysiert, der durch seinen Gehalt an Guanidinisothiocyanat 
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RNasen inaktiviert. In Gegenwart von Ethanol bindet die RNA an eine Silica-Gel-Membran 
in einem Zentrifugensäulchen und wird, nach einigen Waschschritten, in RNAse-freiem 
Wasser eluiert. Dieses Isolierungsverfahren führt zu einer Anreicherung von mRNA, da 
ausschließlich RNA ab einer Größe von 200 Nukleotiden isoliert wird. Kleinere RNA-
Fragmente, wie z.B: 5.8 rRNA, 5S rRNA oder tRNA, werden nicht isoliert. 
 
Reagenzien: 
- Reagenzien des Total RNA Isolation Kit 
- β-Mercaptoethanol 
- Ethanol (70%) 
 
Durchführung: 
• HL60 nach Basis-Protokoll für 24, 48 und 72 h differenzieren (s. 3.2.5)  
• die Zellen nach Ablauf der Inkubationszeit mittels Zellschaber von der Platte lösen, in 
ein PPN-Röhrchen überführen und zentrifugieren (300 x g, 5 min) 
• Durchführung von Zelllyse und RNA-Isolierung nach dem Protokoll des Herstellers 
• die Lagerung der RNA erfolgt nach der Konzentrationsbestimmung (3.2.16) bei -80°C 
 
3.2.16 Bestimmung des RNA-Gehalts 
Über die spektralphotometrische Messung der optischen Dichte kann Menge und Reinheit 
der isolierten RNA bestimmt werden. Dabei befindet sich aufgrund der aromatischen Ringe 
der Basen das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei 260 nm, während das von 
Proteinen bei 280 nm liegt. Der RNA-Gehalt der Probe ist nach dem Lambert-Beerschen 
Gesetz linear zur absoluten Extinktion der Lösung gegen Wasser bei 260nm. Der Quotient 
der Extinktionswerte 260 nm/280 nm kann als Maß für die Kontamination der Probe mit 
Protein betrachtet werden. Er sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen. 
 
Reagenzien 
- Aqua ad iniectabilia 
 
Durchführung 
• RNA 1:50 mit Aqua ad iniectabilia verdünnen und in eine Einmalküvette geben 
• Bestimmung der optischen Dichte im Photometer, als Leerwert fungiert Aqua ad 
iniectabilia 
• die RNA-Konzentration mittels folgender Formel berechnen: 
Formel 3 RNA [µg/ml]=Verdünnungsfaktor x 40 x Extinktion bei 260 nm 
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3.2.17 Reverse Transkription 
Für die reverse Transkription wird das qScript cDNA-Synthese Kit von Quantas verwendet. 
Hier kommen Oligo-dT-Primer (komplementär zum Poly-A-Schwanz des 3’-Endes der 
mRNA) und Random Hexamer Primer zum Einsatz. Diese binden an die umzuschreibende 
mRNA und bilden einen DNA/RNA-Doppelstrang, der der Reversen Transkriptase als 
Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA dient. 
 
Reagenzien 
- Aqua ad iniectabilia 
- 1 µg RNA Template 
- qScript Reaction Mix (5x) 
- qScript Reverse Transkriptase 
 
Durchführung: 
• 1 µg RNA in 15 µl Aqua ad iniectabilia in ein UV-bestrahltes 1,5 ml Reaktionsgefäß 
pipettieren 
• Zugabe von 4 µl Reaction Mix (5x) und 1 µl Reverser Transkriptase 
• die Ansätze nach vorsichtigem Mischen wie folgt im Thermoblock erhitzen: 
 
Dauer Temperatur 
5 min 25°C 
45 min 42°C 
5 min 85°C 
 
• cDNA bei -20°C lagern 
 
3.2.18   Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
Die RT-PCR ist eine molekularbiologische Methode zum Nachweis von mRNA. Mittels 
Reverser Transkriptase wird mRNA in cDNA umgeschrieben (3.2.17) und dann durch 
Primer amplifiziert, die an die Template-DNA hybridisieren. Von deren 3’-Ende aus 
synthetisiert die DNA-Polymerase den neuen DNA-Doppelstrang. 
 
3.2.18.1 Real-time quantitative SYBR green PCR 
Der Farbstoff SYBR green bindet unspezifisch an die kleine Furche doppelsträngiger DNA. 
Dadurch nimmt seine Fluoreszenz (Emissionsmaximum 529 nm) proportional zur Menge 
des zunehmenden PCR-Produkts zu. Die Fluoreszenz-Emission wird in jedem PCR-Zyklus 
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aufgezeichnet. Dadurch wird das Beobachten der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion 
möglich. Dabei wird der Paramter CT („cycle threshold“) als diejenige Zyklusnummer 
definiert, in der die Fluoreszenz-Emission der Probe die Hintergrundfluoreszenz übersteigt. 
Für die relative Quantifizierung wird die ∆∆CT-Methode angewandt. Hier wird der CT-Wert 
des zu untersuchenden Gens um den CT-Wert des Housekeeping-Gens [β-Aktin bzw. 
Porphobilinogendeaminase (PBGD)] normalisiert (∆CT), anschließend der Expressions-
unterschied zwischen unbehandelter Kontrolle und behandelten Proben mittels Subtraktion 
(∆∆CT) bestimmt. Der relative Expressionsunterschied zwischen Probe und unbehandelter 
Kontrolle, normalisiert zum Housekeeping-Gen, wird wie folgt berechnet (112): 
Formel 4:  Ratio = 2-∆∆CT 
 
Reagenzien: 
- Aqua ad iniectabilia 
- Brilliant SYBR green QPCR Mastermix 
- Reference dye (1:50 verdünnt in Aqua ad iniectabilia) 
- Primer, gelöst in Aqua ad iniectabilia (Anhang 1) 
- cDNA 
 
Durchführung: 
• jeweils einen separaten Mastermix gemäß Tab. 3.4 für das Housekeeping-Gen und die 
zu untersuchenden Gene in einem UV-bestrahlten 1,5 ml Reaktionsgefäß ansetzen 
 
Tab. 3.4: Mastermix für Real-time quantitative SYBR green PCR 
Reagenz ZnT# MT1,2 sonstige 
 µl pro Ansatz 
Aqua ad inectabilia 10,375 6,625 8,625 
SYBR green QPCR Mastermix 12,5 12,5 12,5 
Reference dye 0,375 0,375 0,375 
Primer 3’*  0,375 2 x 1,13 1,25 
Primer 5’*  0,375 2 x 1,13 1,25 
*Die Endkonzentration der Primer ist Anhang 1 zu entnehmen 
#Das Housekeeping-Gen in Kombination mit den ZnT-Primern war PBGD, für alle anderen Primer wurde β-
Aktin als Housekeeping-Gen genutzt 
 
• 20 µl Mastermix und 1 µl cDNA in die Vertiefungen der Reaktionsplatte geben und 
diese mit Folie abdecken 
• Amplifizierung der Proben mit den Einstellungen gemäß Tab. 3.5 oder Tab. 3.6 
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Tab. 3.5: PCR-Programm (außer ZnT) 
Phase Temperatur Dauer Zyklenzahl 
Aktivierung der 
Polymerase 95°C 10 min 1 
Denaturierung 95°C 30 sec 
Primeranlagerung 60°C1 / 58°C2 1 min 
Elongation 72°C 1 min 
45 
1gilt für Primer Zip1, Zip3, MT, p21, p27, Cyclin D1 und β-Aktin in Verbindung mit diesen Primern 
2gilt für restliche Zip (2, 4-14) und S100-Primer und β-Aktin in Verbindung mit diesen Primern 
Housekeeping-Gen: β-Aktin 
 
• Auswertung mit Hilfe des Programms Abi Prism 7000 
• um die Größe und Anzahl der Amplifikate zu kontrollieren, wurden diese nach der PCR 
elektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 3.2.18.3) 
 
Tab. 3.6: PCR-Programm für die ZnT-Primer 
Phase Temperatur Dauer Zyklenzahl 
 50°C 20 sec 1 
Aktivierung der Poly-
merase 
95°C 15 min 1 
Denaturierung 95°C 30 sec 
Elongation 60°C 1 min 
45 
Housekeeping-Gen: PBGD 
 
Zur Analyse der Expression von Metallothionein wird eine Kombination aus zwei 
Primerpaaren nach Aydemir et al. (70) eingesetzt, die die Detektion der Isoformen MT1A, 
MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1H-like, MT1L, MT1X und MT2A ermöglicht. Die 
Funktionsfähigkeit der Primer wurde durch Messung einer Probe, die für 48 h mit 30 µM 
Zink behandelt wurde, bestätigt. 
 
3.2.18.2 semiquantitative RT-PCR 
Zur Überprüfung der TLR4-Expression in HL-60 wurde eine RT-PCR angewendet und das 
Amplifikat gelelektrophoretisch aufgetrennt und sichtbar gemacht. 
 
Reagenzien und Durchführung: 
• Gemäß Tab. 3.7 einen Mastermix in einem sterilen Reaktionsgefäß auf Eis ansetzen 
(Primersequenzen s. Anhang 1) 
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Tab. 3.7: Mastermix für Hot-Start PCR zur Analyse der TLR4-Expression 
Reagenz Volumen (µl) Endkonzentration 
Aqua ad inectabilia 36  
10 x PCR-Puffer 5,0 1 x 
dNTP-Mix, 10 mM 3,0 0,6 mM 
TLR4 Sense-Primer (10 µM) 1,0 0,2 µM 
TLR4 Antisense-Primer (10 µM) 1,0 0,2 µM 
β-Aktin Sense-Primer (5 µM) 0,75 0,08 µM 
β-Aktin Antisense-Primer (5 µM) 0,75 0,08µM 
HotStar-Taq-Polymerase (5 U/ml) 0,5 0,05 U/µl 
• 48 µl Mastermix mit 2 µl cDNA in einem 0,2 ml PCR-Reaktionsgefäß mischen und 
nach Tab. 3.8 amplifizieren 
• Die Proben anschließend elektrophoretisch auftrennen oder bei 4°C lagern 
 
Tab. 3.8: PCR-Programm 
Phase Temperatur Dauer Zyklenzahl 
Aktivierung der 
Polymerase 95°C 15 min 1 
Denaturierung 95°C 40 sec 
Primeranlagerung 60°C 1 min 
Elongation 72°C 3 min 
33 
 
3.2.18.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Mit dieser Methode werden die PCR-Reaktionsprodukte der Größe nach aufgetrennt. Das im 
Gel enthaltende Ethidiumbromid lagert sich in die Nukleinsäure-Doppelstränge ein. Deshalb 
können die aufgetrennten DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht und anhand eines 
Längenstandards identifiziert werden. 
 
Reagenzien: 
• Agarose 
• TBE-Puffer (89 mM TrisBase; 89 mM Borsäure; 2 mM EDTA) 
• Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
• 6 x Ladepuffer (O´Range Loading Dye Solution) 
• 100 bp DNA-Leiter (O´Range Ruler) 
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Durchführung: 
• Den Gelschlitten in die Gießhalterung einspannen und austarieren 
• 100 ml TBE-Puffer mit 1,5 g Agarose in der Mikrowelle durch Kochen schlierenfrei 
lösen 
• wenn die Flüssigkeit handwarm ist, 4 µl Ethidiumbromid dazu geben und mischen 
• die Agaroselösung luftblasenfrei in den Gelschlitten gießen, einen Gelkamm einsetzen 
und das Gel 30 min aushärten lassen 
• das ausgehärtete Gel in die Elektrophoresekammer einsetzen und vollständig mit TBE-
Puffer bedecken, den Gelkamm entfernen 
• Die Proben 1:6 mit Ladepuffer verdünnen und 12 µl auf das Gel auftragen 
• 12 µl 100 bp DNA-Leiter in eine Tasche geben 
• die Elektrophorese läuft ca. 1 h bei 90 V 
• Auswertung und Dokumentation mit Hilfe des BioRad Gel Dok XR Systems 
 
3.2.19 Enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) 
Die quantitative Bestimmung der TNF-α-Sekretion erfolgte mittels ELISA. Im Sandwich-
ELISA bindet das zu quantifizierende Protein an einen spezifischen Antikörper, der an die 
Oberfläche einer Mikrotiterplatte adsorbiert ist (Capture-Antibody). In einem Waschschritt 
werden ungebundene Komponenten entfernt. Anschließend wird ein zweiter Antikörper 
(Detection-Antibody) dazu gegeben, der sich durch eine andere Epitopspezifität auszeichnet 
und zudem biotinyliert ist. Der enzymatische Nachweis erfolgt über ein Streptavidin-
Peroxidase-Enzymkonjugat, welches über das Streptavidin mit hoher Affinität an Biotin 
bindet. Nach Entfernen nicht-gebundener Konjugate wird eine Substrat-Lösung hinzugefügt, 
die von der Peroxidase in einer Farbreaktion umgesetzt wird. Die Extinktion ist direkt 
proportional zur Menge des zu quantifizierenden Proteins. Sie wird photometrisch gegen 
einen Leerwert bestimmt. Die Bestimmung der TNF-α-Konzentration erfolgt im Überstand 
LPS- oder E. coli- -stimulierter Zellen. Es wurden ELISA-Komponentensets der Firma BD 
Biosciences/Pharmingen für humanes (HL-60) bzw. murines (Raw 264.7) TNF verwendet. 
 
Reagenzien: 
- ELISA-Komponentensets für humanes bzw. murines TNF der Firma BD 
Bioscience/Pharmingen inkl. Wasch-, Substrat- und Stopplösung 
 
Durchführung: 
• Stimulation der Zellen entsprechend des Versuches 
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• um bei Differenzierungsversuchen ein unterschiedliches Zellwachstum bei der 
Auswertung berücksichtigen zu können, 10 µl der Zellsuspension zur Bestimmung der 
Zellzahl einsetzen (s. Kap. 3.2.2) 
• Zellsuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß geben und zentrifugieren (1000 x g, 1 min) 
• den Überstand abnehmen, in ein neues Reaktionsgefäß überführen und bis zur Messung 
der Zytokinkonzentration bei -80°C einfrieren 
• die Beschichtung der Mikrotiterplatten und die Durchführung erfolgten nach Anleitung 
des Herstellers 
 
3.2.20 Statistische Auswertung 
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren auf der Auswertung einer 
Reihe von Einzelergebnissen. Die Ergebnisse sind dabei als Mittelwerte (Anzahl der 
Einzelexperimente n = x) dargestellt und der Standardfehler der Mittelwerte (± SEM) ist 
angegeben. Sind repräsentative Experimente gezeigt, so ist dies gesondert erwähnt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mittels EXCEL und SPSS. Für Einfachvergleiche wurde 
der Student t-Test verwendet. Bei Mehrfachvergleichen kam die Oneway ANOVA mit Post-
Hoc-Mehrfachvergleich nach Tukey zum Einsatz. Bei Einfachvergleichen ist eine 
statistische Signifikanz mit * p< 0,05 dargestellt, höhere Signifikanzen sind der Übersicht-
lichkeit halber nicht separat aufgeführt. Bei Mehrfachvergleichen sind diejenigen Mittel-
werte ohne signifikanten Unterschied durch gleiche Buchstaben gekennzeichnet. 
Unterschiedliche Buchstaben stehen für einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05. 
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4 Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit war es, ein umfassendes Bild über die Rolle von Zink in Monozyten zu 
erhalten, indem lang- und kurzfristige Veränderungen der Zinkhomöostase untersucht 
wurden. Nach einleitenden Experimenten (Kap. 4.1) wurde das schnelle LPS-induzierte 
Zinksignal als Charakteristikum ausdifferenzierter Monozyten tiefergehend analysiert (Kap. 
4.2). Weiterhin wurde die Rolle von Zink im Differenzierungsprozess betrachtet indem 
längerfristige Veränderungen der Zinkhomöostase, deren Bedeutung für die Differenzierung 
und der zugrunde liegende molekulare Mechanismus in HL-60 untersucht wurden (Kap. 
4.3). 
 
4.1 Etablierung des Differenzierungssystems und einleitende Versuche 
Zur Untersuchung der Rolle von Zink in der Entwicklung von Monozyten musste zunächst 
ein geeignetes Differenzierungsmodell etabliert werden. Es wurde die Zelllinie HL-60 
gewählt, die einen myeloblastischen Phänotyp aufweist und durch 1,25VD3 zu Monozyten 
differenziert (32). Während des Differenzierungsprozesses entwickelten die Zellen die 
Fähigkeit, an Plastikoberflächen zu adhärieren. Zusätzlich zeigten sie charakteristische 
morphologische Veränderungen wie Pseudopodien und die Abnahme des Kern-Zytoplasma-
Verhältnis (Abb. 4.1A,B). Ein weiteres wichtiges Merkmal ist die Expression der Ober-
flächenmarker CD11b und CD14 nach 1,25VD3-Stimulation. Diese wurde im weiteren 
Verlauf zur Beurteilung des Differenzierungsgrades herangezogen. CD11b assoziiert mit 
CD18 und bildet den Komplementrezeptor 3. CD14 ist ein Corezeptor für den Komplex aus 
LPS und LPS-bindendem Protein. Beide Oberflächenmarker sind Teil des LPS-
Aktivierungsclusters (Kap. 1.1.2). 
In Vorversuchen wurde eine optimale Inkubationsdauer für 1,25VD3 von 72h ermittelt 
(Daten nicht gezeigt). Die konzentrationsabhängige Zunahme der CD11b+CD14+ Zellen ist 
in Abb. 4.1C dargestellt. Erste Zeichen der Differenzierung waren ab 10 nM 1,25VD3 zu 
erkennen. Die Expression der Oberflächenmarker CD11b und CD14 erreichte bei 
Konzentrationen ab 100 nM ein Plateau. Deshalb wurden für die weiteren Versuche  
100 nM 1,25VD3 eingesetzt.  
Ein weiterer wichtiger Oberflächenrezeptor ist der LPS-Rezeptor TLR4, der auf Mono-
zyten/Makrophagen exprimiert wird. Analog zu den Ergebnissen anderer Autoren auf 
Protein-Ebene (113), wurde eine konstitutive mRNA-Expression in undifferenzierten HL-60 
festgestellt (Abb. 4.1E), die durch 1,25VD3 nicht gesteigert wurde. 
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Abb. 4.1: Zeichen der Differenzierung in HL-60 nach Behandlung mit 1,25VD3. 
(A) unbehandelte HL-60 wurden als Kontrollzellen mittels Cytospin auf einen Objektträger zentrifugiert, (B) 
mit 1,25VD3-differenzierte (100 nM) Zellen adhärierten 72h auf einer Zellkulturplatte. Die Zellen wurden an 
der Luft getrocknet, nach May-Grünwald-Giemsa gefärbt und mikroskopisch (40x Vergrößerung) betrachtet. 
Der Balken zeigt 10 µm an. Gezeigt ist ein exemplarischer Ausschnitt aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 
(C) HL-60 wurden für 72h mit 1,25VD3 in steigender Konzentration inkubiert, anschließend erfolgte die 
Messung von CD11b und CD14 im Durchflusszytometer. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM aus n = 3 
unabhängigen Experimenten. In (D) ist ein dazugehöriger, exemplarischer Dotplot für 1,25VD3 (100 nM) 
dargestellt. (E) Die Detektion der mRNA Expression von TLR4 und β-Aktin als Housekeeping-Gen wurde 
nach Inkubation mit 1,25VD3 (100 nM) für 72h mittels RT-PCR durchgeführt. Dargestellt ist ein 
exemplarisches Ergebnis aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Die Funktionsfähigkeit 1,25VD3-differenzierter HL-60 wurde durch Messung der Sekretion 
des Monokins TNF-α nach Stimulation mit LPS und E. coli überprüft. Im Überstand 
undifferenzierter HL-60 waren nach der Stimulation keine nennenswerten Mengen TNF-α 
zu detektieren. Erst durch 1,25VD3-Differenzierung erlangten HL-60 die Fähigkeit zur TNF-
α-Sekretion als Reaktion auf LPS oder E. coli. (Abb. 4.2A). Die Zellen zeigten also nicht 
nur morphologische, sondern auch funktionelle Eigenschaften auf, die deren Differenzierung 
zu Monozyten bewiesen. HL-60 waren somit ein gut geeignetes Modell zur Untersuchung 
der Rolle von Zink in der Differenzierung myeloischer Zellen zu Monozyten. 
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Abb. 4.2: TNF-α-Sekretion von HL-60 nach Stimulation mit LPS bzw. E. coli. 
(A) Undifferenzierte und für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenzierte HL-60 wurden für 4h mit LPS  
(250 ng/ml) oder E. coli (5 x 107/ml) stimuliert, anschließend wurde TNF-α im Überstand mittels ELISA 
bestimmt. (B) Für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenzierte HL-60 wurden wie oben stimuliert, bei den 
entsprechenden Ansätzen wurde TPEN (2,5 µM) 30 min vor der Stimulation dazu gegeben. TNF-α im 
Überstand wurde mittels ELISA detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 unabhängigen 
Experimenten (Student t-Test * p<0,05). 
 
Die Signalübertragung LPS-aktivierter Wege und die daraus resultierende TNF-α-Synthese 
sind in hohem Maße von intrazellulärem Zink abhängig (81). Auch in differenzierten  
HL-60 wurde die TNF-α-Sekretion nach Stimulation mit LPS oder E. coli durch 
Vorinkubation mit dem zinkselektiven Chelator TPEN (2,5 µM) stark inhibiert (Abb. 4.2B). 
Dabei hatte die kurzfristige Inkubation mit TPEN keinen toxischen Einfluss auf die Zellen 
(Anhang 2A), so dass der beobachtete Effekt mit einer Wirkung auf die Aktivität 
intrazellulärer Proteine zu erklären war. 
Gemäß seiner Bedeutung für die Signaltransduktion löst die Stimulation von Zellen, z.B. mit 
LPS oder E. coli, ein kurzfristiges Zinksignal aus (81). Da nur differenzierte HL-60 nach 
Stimulation TNF-α sekretieren (Abb. 4.2A), sollte auch ihre Fähigkeit untersucht werden, 
ein Zinksignal zu generieren. Dafür wurden sowohl differenzierte als auch undifferenzierte 
HL-60 mit der zinkspezifischen Fluoreszenzsonde FluoZin-3AM beladen und die 
Veränderung des intrazellulären Zinks nach Stimulation mit LPS (Abb. 4.3) und E. coli 
(Abb. 4.4) gemessen. 
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Abb. 4.3: Veränderung des freien Zinks nach LPS-Stimulation. 
(A) Undifferenzierte und (B) für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenzierte HL-60 wurden mit FluoZin-3AM 
beladen und das intrazelluläre freie Zink im Fluoreszenzplattenleser in Intervallen von 2 min gemessen. Nach 
10 min wurden die Zellen mit LPS (250 ng/ml) stimuliert (Pfeil) und die intrazelluläre Zinkkonzentration über 
50 min detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Dabei konnten zwei wesentliche Beobachtungen gemacht werden. Erstens sank die basale 
Zinkkonzentration in 1,25VD3-differenzierten HL-60 im Vergleich zu undifferenzierten 
Zellen stark ab. Dies wird im späteren Verlauf dieser Arbeit genauer untersucht (Kap. 4.3). 
Zweitens konnte gezeigt werden, dass LPS und E. coli nur in differenzierten Zellen ein 
Zinksignal auslösten. Die Erhöhung des intrazellulären Zinks 2 Minuten nach Zugabe des 
Stimulanz war in beiden Fällen signifikant (p = 0,022 für LPS, p = 0,033 für E. coli, Student 
t-Test). 
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Abb. 4.4: Veränderung des freien Zinks nach Stimulation mit E. coli. 
(A) Undifferenzierte und (B) für 72h mit 1,25VD3 differenzierte (100 nM) HL-60 wurden mit FluoZin-3AM 
beladen und das intrazelluläre freie Zink im Fluoreszenzplattenleser in Intervallen von 2 min gemessen. Nach 
10 min wurden die Zellen mit E. coli (5 x 107/ml) stimuliert (Pfeil) und die intrazelluläre Zinkkonzentration 
über weitere 50 min detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Die Fähigkeit der differenzierten Zellen proinflammatorische Zytokine zu sekretieren, geht 
also mit deren Fähigkeit einher ein Zinksignal zu induzieren. Die Inhibition dieses Signals 
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durch 2,5 µM TPEN unterdrückt die TNF-α-Sekretion, was dessen Bedeutung für das TLR-
Signaling auch in HL-60 unterstreicht. Im Folgenden soll deshalb das Zinksignal in reifen 
Monozyten und die Mechanismen seiner Entstehung näher charakterisiert werden. 
 
4.2 Charakterisierung des Zinksignals in Raw 264.7 
Zur Untersuchung der kurzfristigen Zinkfreisetzung in differenzierten Monozyten nach 
Stimulation, wurde die murine, monozytäre Zelllinie Raw 264.7 genutzt. Vom Einsatz 
differenzierter HL-60 wurde abgesehen, da nach 1,25VD3-Behandlung nur ca. 25 bis 40% 
der Zellen vollständig differenziert waren. Der Einsatz einer bereits differenzierten Zelllinie 
wie Raw 264.7 sollte das Zinksignal maximieren und Schwankungen ausschließen, die 
durch einen unterschiedlichen Differenzierungsgrad begründet sein könnten. Außerdem 
konnte anhand dieser Zelllinie bereits die Notwendigkeit des Zinksignals für die LPS-
induzierte Signaltransduktion bewiesen werden (81), so dass die weitere Charakterisierung 
an diesem Modell durchgeführt wurde. 
Im ersten Schritt wurde die LPS-induzierte Zinkfreisetzung tiefergehend charakterisiert und 
deren Quelle näher untersucht. Im zweiten Schritt wurden Inhibitoren der Signaltransduktion 
eingesetzt, um diejenigen Signalwege zu identifizieren, die für die Zinkfreisetzung 
verantwortlich sind. Die Messung des intrazellulären freien Zinks erfolgte mittels der 
Fluoreszenzsonde FluoZin-3AM im Fluoreszenzplattenleser. Dies ermöglichte die parallele 
Messung verschiedener Inhibitoren und Stimulationsansätze. FluoZin-3AM diffundiert 
durch die Plasmamembran. Intrazellulär spalten unspezifische Esterasen seine Esterbindung. 
Die dabei entstehenden freien Carboxylgruppen verhindern eine erneute Passage der 
Membran und führen zur intrazellulären Akkumulation der Sonde. FluoZin-3 detektiert 
spezifisch freies Zink und interferiert nicht mit freigesetztem Calcium (114). 
 
4.2.1 Zinkfreisetzung nach LPS-Stimulation 
LPS bewirkte im zellfreien System keine signifikante Erhöhung der Sondenfluoreszenz. 
Demnach sind nach Stimulation auftretende Zinksignale im zellulären System auf 
intrazelluläre Veränderungen des freien Zinks zurückzuführen (Abb. 4.5A). Wurden Raw 
264.7 mehrfach hintereinander mit 50 oder 500 ng/ml LPS stimuliert, trat nach jedem Mal 
eine signifikante Erhöhung des intrazellulären Zinks auf. Dabei war das intrazelluläre 
Zinksignal im Vergleich bei 500 ng/ml LPS stärker ausgeprägt als bei 50 ng/ml LPS 
(p=0,055; 2 min nach 1. LPS-Zugabe) (Abb. 4.5B). 
  Ergebnisse 
 57 
Zeit [min]
0 10 20 30 40 50 60
Fr
e
ie
s 
Zi
n
k 
[nM
]
0
1
2
3
4
5
6
7
Kontrolle
50 ng/ml LPS
500 ng/ml LPS
B C
 
 
 
Zeit [min]
0 10 20 30 40
Fr
e
ie
s 
Zi
n
k 
[nM
]
0
1
2
3
4
5
6
7 Kontrolle
500 ng/ml LPS
500 ng/ml Lipid A
 
LPS Zink
Fl
u
or
es
ze
n
z 
Fl
u
o
Zi
n
-
3A
 
[%
 
Ko
n
tro
lle
]
0
100
200
300
A
*
 
Abb. 4.5: Zinkfreisetzung in Raw 264.7 nach Stimulation mit LPS oder Lipid A. 
(A) Kontrolle der Sondenfluoreszenz mit 500 ng/ml LPS bzw. 500 nM Zink im zellfreien System. (B) Raw 
264.7 wurden mit der Fluoreszenzsonde FluoZin-3AM beladen und das intrazelluäre Zink in Intervallen von 2 
min im Fluoreszenzplattenleser detektiert. Nach 10, 30 und 50 min wurden jeweils 50 bzw. 500 ng/ml LPS 
zugegeben (Pfeile). (C) Nach 10 min wurden 500 ng/ml LPS bzw. Lipid A zugebeben (Pfeil) und die 
intrazelluläre Zinkkonzentration über weitere 30 min detektiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM aus n = 3 
unabhängigen Experimenten (Student t-Test * p<0,05). 
 
Um zu festzustellen, inwieweit das vollständige LPS-Molekül für die Zinkfreisetzung 
benötigt wird, wurde LPS gegen Lipid A getestet. Das LPS-Molekül besteht aus drei Teilen: 
dem Lipid A, der Kernregion und der O-spezifischen Seitenkette. Dabei verankert Lipid A 
das LPS in der Bakterienmembran und gilt als der eigentlich toxisch wirksame Bestandteil 
des LPS. Die alleinige Gabe von Lipid A führte zum Anstieg des intrazellulären Zinks. 
Allerdings trat das Signal verzögert auf (p=0,027; 2 Minuten nach Stimulation). Die 
durchschnittlichen Maximalwerte des freien Zinks waren nach beiden Stimulationen nahezu 
identisch. Das LPS-induzierte Zinksignal sank jedoch schneller wieder ab, während das 
Lipid A-induzierte länger anhielt (Abb. 4.5C). 
 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob der Anstieg des intrazellulären Zinks durch einen 
Einstrom von extrazellulärem Zink bedingt ist, oder ob es aus intrazellulären Quellen 
stammt. Hierfür wurden Zellen in Messpuffer stimuliert, dem zuvor mit Hilfe des 
Ionenaustauscherharz Chelex 100 Zink entzogen worden war. 
Abb. 4.6 zeigt, dass die Höhe des basalen freien Zinks in Wechselwirkung mit dem extra-
zellulären Milieu stand. Diese sank durch kurzfristige Inkubation in zink- und serumfreien 
Messpuffer um 75%. Dennoch kam es auch in zinkfreiem Puffer zu einem LPS-induzierten 
Anstieg des intrazelluären freien Zinks, wenn auch mit absolut niedrigerer Amplitude. 
Verhältnismäßig stieg das freie Zink durch LPS in unbehandeltem Messpuffer um das 
3,6fache, in zinkfreiem Puffer um das 5fache. Dies zeigt, dass das Zinksignal, zumindest 
partiell, aus intrazellulären Quellen generiert wird. 
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Abb. 4.6: Zinksignal in Raw 264.7 nach LPS-Stimulation in Puffern mit unterschiedlichem Zinkgehalt. 
Zellen wurden mit FluoZin-3AM beladen und das intrazelluläre Zink in Intervallen von 2 min (A) in unbe-
handeltem oder (B) zinkfreiem Messpuffer gemessen. Nach 10 min wurden 500 ng/ml LPS (Pfeil) zugegeben 
und die Fluoreszenz für weitere 30 min detektiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM aus n = 3 
unabhängigen Experimenten. 
 
In murinen Zellkulturen des Neokortex konnten Mitochondrien als intrazelluläre 
Zinkspeicher identifiziert werden, die durch den mitochondrialen Protonophor 
Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) mobilisiert werden können 
(115). Auch in Raw 264.7 führte eine Behandlung mit FCCP zum Anstieg des basalen 
intrazellulären Zinks um 78% (p=0,028). Da nach LPS-Stimulation in beiden Ansätzen 
dennoch eine nahezu identische Menge Zink freigesetzt wurde, ist es wahrscheinlich, dass 
das mitochondrielle Zink nicht zum LPS-induzierten Zinksignal beiträgt. (Abb. 4.7). 
Es ist anzumerken, dass FCCP im zellfreien System die Fluoreszenz der Sonde geringfügig 
(4,4±0,3%), aber signifikant erhöhte (Abb. 4.7). Da dieser Wert weit unter der 78%igen 
Erhöhung des zellulären basalen Zinks liegt, ist davon auszugehen, dass FCCP davon 
unabhängig intrazellulär Zink freisetzt. 
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Abb. 4.7: Der Einfluss von FCCP auf basales Zink und das LPS-induzierte Zinksignal. 
(A) Raw 264.7 wurden mit FluoZin-3AM beladen, dann mit 3 µM FCCP vorinkubiert (30 min vor LPS) und mit 
500 ng/ml LPS für 2 min stimuliert. (B) Der Einfluss von FCCP auf die Fluoreszenz der Sonde nach 15-
minütiger Inkubation von 3 µM FCCP mit FluoZin-3A in Messpuffer im zellfreien System. Weitere Inhibitoren 
mit signifikantem Effekt auf FluoZin-3A nach 15-minütiger Inkubation im zellfreiem System sind ebenfalls 
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten (Student t-Test * 
p<0,05). Gelda: Geldanamycin 
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass das Zinksignal durch LPS in Raw 264.7 
konzentrationsabhängig induziert wurde und bei mehrmaliger Stimulation mehrfach auftrat. 
Die Lipid A-Komponente des LPS-Moleküls allein war in der Lage ein Zinksignal aus-
zulösen, wenn auch verzögert. Das LPS-induzierte Zinksignal stammte aus intrazellulären 
Quellen, jedoch nicht aus mitochondriellen Speichern. Welche Signalwege an der intra-
zellulären Freisetzung beteiligt sind, wird im folgenden Abschnitt beleuchtet. 
 
4.2.2 Einfluss von Inhibitoren der Signaltransduktion auf das Zinksignal 
Zur Identifizierung der Signalwege, welche die intrazelluläre Freisetzung von Zink als 
Reaktion auf LPS vermitteln, wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Diese hemmen 
selektiv bestimmte Enzyme, die für die LPS-induzierte TNF-α-Freisetzung eine Rolle 
spielen. Die Inhibitoren wurden in den in der Literatur üblichen Konzentrationen eingesetzt 
und ihr Effekt auf die TNF-Sekretion im ELISA bestätigt (Daten nicht gezeigt). Zur 
Beurteilung des Einflusses der einzelnen Signalwege auf die Zinkhomöostase, wurde das 
basale Zink sowie das Zinksignal nach Stimulation mit LPS oder E. coli in An- und 
Abwesenheit des Inhibitors verglichen. 
Um eine Interaktion mit der Sonde auszuschließen, wurden alle eingesetzten Reagenzien mit 
FluoZin-3A im zellfreien System getestet. Zwei Inhibitoren (Polymyxin B, N-Acetylcystein) 
mussten ausgeschlossen werden, da sie die Fluoreszenz der Sonde stark senkten (Daten nicht 
gezeigt). 
 
Eine potentielle Quelle für die intrazelluläre Zinkfreisetzung sind Metalloenzyme wie MT. 
Dieses bindet Zinkionen in Cysteinclustern, von wo sie durch Oxidation der Cysteinreste 
freigesetzt werden können. Als Oxidationsmittel können Stickstoffmonoxid (NO), reaktive 
Sauerstoffverbindungen (ROS) und aus beiden Substanzen gebildete Verbindungen wie 
Peroxynitrit dienen, die eine Zinkfreisetzung vermitteln (116-118).  
Makrophagen exprimieren sowohl die konstitutive endotheliale NO-Synthase (NOS) als 
auch die durch LPS induzierbare iNOS (119). Außerdem bilden sie als Antwort auf LPS 
innerhalb weniger Minuten ROS (120). Folglich war die oxidative Freisetzung aus MT ein 
potentieller Mechanismus des Zinksignals, den es zu testen galt. Um diese Theorie zu über-
prüfen, wurden die Bildung von NO durch Inhibition der NOS mit 2-ETU und die Bildung 
von ROS durch das antioxidativ wirksame Vitamin E-Derivat Trolox gehemmt. Beide 
beeinflussten das LPS-induzierte Zinksignal nicht signifikant, so dass oxidative 
Mechanismen ausgeschlossen werden konnten (Abb. 4.8). Die leichte Erhöhung des Zinks 
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vor und nach LPS-Stimulation durch Trolox war durch dessen Einfluss auf die Fluoreszenz 
der Sonde zu erklären (Abb. 4.8C). 
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Abb. 4.8: Der Einfluss des NOS-Inhibitors 2-ETU und des Antioxidants Trolox auf das LPS-induzierte 
Zinksignal. 
Raw 264.7 wurden mit FluoZin-3A beladen und mit (A) 50 µM 2-ETU bzw. (B) 100 µM Trolox vorinkubiert 
(30 min vor LPS). Das freie Zink wurde vor und 2 min nach Zugabe von 500 ng/ml LPS im Fluoreszenz-
plattenleser bestimmt. (C) Der Einfluss der beiden Substanzen auf die Fluoreszenz der Sonde im zellfreien 
System wurde mittels FluoZin-3A gestestet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen 
Experimenten (Student t-Test * p<0,05). 
 
Zusätzlich zu FCCP und Trolox erhöhten zwei Inhibitoren, IBMX (Phosphodiesterasen), 
und Geldanamycin (Hitzeschockprotein (Hsp) 90) die Fluoreszenz der Sonde FluoZin-3A 
im zellfreien System signifikant (Abb. 4.7B). Diese hatten aber wie FCCP und Trolox 
keinen Einfluss auf die absolute Menge des durch LPS freigesetzten Zinks. Mit 
Geldanamycin (1 µM, 60 Minuten vorinkubiert) erhöhte sich das intrazelluläre freie Zink 
nach LPS-Stimulation um 3,84±0,60 nM im Vergleich zu 3,70±0,66 nM ohne Inhibitor 
(p=0,884). Die Vorinkubation mit 2,5 mM IBMX für 30 Minuten führte zu einer geringeren 
LPS-induzierten Zinkfreisetzung von 2,96±1,92 nM im Vergleich 4,40±3,2 nM ohne 
Inhibitor (p=0,380). 
 
Weitere Inhibitoren, die keinen Einfluss auf das Zinksignal oder das basale Zink hatten, sind 
in Tab. 4.1 aufgeführt. 
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Tab. 4.1: Inhibitoren ohne signifikanten Effekt auf freies Zink. 
Die Messung und Quantifizierung des freien Zinks erfolgte wie Kap. 3.2.12 beschrieben. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus mindestens n = 3 unabhängigen Experimenten. 
Inhibitor Ziel Konz./Vorink. (min) 
Veränderung 
basales Zink1 
p-Wert 
(t-Test) 
Zinksignal 
(Vielfaches 
LPS)2 
p-Wert 
(t -Test) 
Zinksignal 
(Vielfaches 
 E. coli)3 
p-Wert 
(t -Test) 
Bis II PKC 500 nM/60 1,10±0,16 0,586 0,92±0,04 0,186 1,01±0,05 0,874 
H89 PKA 5 µM/30 0,94±0,13 0,686 0,96±0,05 0,501 1,07±0,06 0,365 
LY83583 Guanylatcyclase 4 µM/30 1,09±0,11 0,209 1,01±0,07 0,934 1,08±0,02 0,042 
SB202190 p38 10 µM/60 1,05±0,06 0,475 0,90±0,05 0,190 0,94±0,10 0,626 
Thapsigargin ER Ca2+ ATPase 100 nM/60 0,94±0,07 0,489 0,97±0,03 0,415 0,69±0,20 0,267 
U0126 MEK 10 µM/60 1,65±0,45 0,281 0,87±0,04 0,075 1,04±0,07 0,650 
Wortmannin PI3K 100 nM/60 0,93±0,07 0,417 1,05±0,02 0,124 0,96±0,03 0,282 
1
 Veränderung des basalen Zinks durch den Inhibitor am Ende der Baselinemessung als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle 
2
 Anstieg des freien Zinks 2 min nach Zugabe von 500 ng/ml LPS. Dargestellt ist der Anstieg durch LPS+Inhibitor als Vielfaches des Anstiegs durch LPS allein 
3
 Anstieg des freien Zinks 2 min nach Zugabe von E. coli. (5 x 107/ml) Dargestellt ist der Anstieg durch E. coli +Inhibitor als Vielfaches des Anstiegs durch E. coli allein 
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In der humanen monozytären Zelllinie MonoMac-1 ist die vollständige Aktivität von 
Tyrosinkinasen essentiell für die Entstehung des LPS-induzierten Zinksignals (81). Um dies 
im murinen Modell zu überprüfen, wurden die beiden Tyrosinkinaseinhibitoren Genistein 
und LFM A13 eingesetzt. Genistein inhibiert relativ unspezifisch die Tyrosinkinaseaktivität 
(121), während LFM A13 spezifischer die Bruton Tyrosinkinase (BTK) inhibiert (122). Die 
BTK wird nach LPS-Stimulation rasch aktiviert und assoziiert mit MyD88, Mal („MyD88-
like“) und IRAK-1. Sie ist essentiell für die Signalweiterleitung durch den TLR4 (123). 
In der murinen Zelllinie Raw 264.7 spielten Tyrosinkinasen nicht nur eine Rolle für das 
LPS-induzierte Zinksignal, sondern auch für die Höhe der basalen Zinkkonzentration. Diese 
sank signifikant um 36% durch Inhibition der Tyrosinkinaseaktivität mittels Genistein. 
Auffallend war, dass LFM A13 die basale Konzentration an freiem Zink signifikant erhöhte 
(Abb. 4.9A). 
 
In Raw 264.7 senkte Genistein den Anstieg des intrazellulären freien Zinks nach 2-minütiger 
LPS-Stimulation signifikant um 38%. Dabei war sein Effekt nicht durch eine eventuelle 
Toxizität begründet (Anhang 2B). Die Tatsache, dass das Zinksignal durch Genistein nur 
partiell, die TNF-Sekretion jedoch fast vollständig gesenkt wurde, impliziert, dass 
Tyrosinkinasen weiter reichende Funktionen für TNF-Synthese und –Sekretion besitzen. 
(Abb. 4.9). LFM A13 verstärkte zwar das LPS-induzierte Zinksignal, der Effekt war aber 
nicht signifikant. Dennoch hemmt die Inhibition der BTK die TNF-Sekretion um 62% (Abb. 
4.9D). 
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Abb. 4.9: Der Einfluss verschiedener Tyrosinkinase-Inhibitoren auf das basale Zink und das LPS-
induzierte Zinksignal. 
Raw 264.7 wurden mit FluoZin-3AM beladen und mit 50 µM Genistein (60 min vor LPS) oder mit 10 µM 
LFM A13 (30 min vor LPS) inkubiert. Das intrazelluäre Zink wurde vor und 2 min nach LPS-Zugabe (500 
ng/ml) im Fluoreszenzplattenleser detektiert. (A) Effekt des Inhibitors auf das basale Zink unmittelbar vor 
LPS-Zugabe. (B) Anstieg des freien Zinks 2 min nach LPS-Zugabe. (C) Eine signifikante Erhöhung der 
Sondenfluoreszenz (FluoZin-3A) wurde im zellfreien System nach Inkubation mit den Inhibitoren für 15 min 
und Messung im Fluoreszenzplattenleser ausgeschlossen. (D) Inhibition der TNF-Sekretion nach Stimulation 
mit 500 ng/ml LPS für 4h. Die Messung des Zytokins im Überstand erfolgte mittels ELISA. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM aus mindestens n = 3 unabhängigen Experimenten, Bezugsgröße war jeweils der Wert 
ohne Inhibitor. (Student t-Test * p<0,05) 
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Es wurde bereits gezeigt, dass der TLR4-Antikörper HTA 125 in primären humanen 
Leukozyten eine Zinkfreisetzung hervorruft (81). Der TLR4 kommt auf der Zelloberfläche 
nicht isoliert vor, sondern assoziiert im so genannten LPS-Aktvierungscluster mit einer 
Vielzahl an Oberflächenproteinen, wie MD-2, CD14, Hsp 70 und 90, CD55 und CXCR4 in 
den Lipid Rafts (124). Um die Bedeutung der Lipid Raft-Formation für das LPS-induzierte 
Zinksignal zu untersuchen, wurde Methyl-β-Cyclodextrin (MBCD) eingesetzt. Das 
Glucoseisomer bewirkt die Cholesterol-Depletion der Zellmembran (125) und inhibiert so 
die Lipid Raft-Bildung. Wurden die Zellen vor LPS-Zugabe für 15 Minuten mit 5 mM 
MBCD inkubiert, inhibierte das zwar die TNF-α-Sekretion hatte aber keinen Effekt auf die 
Aktivierung eines TNF-Reporterplasmids oder auf das LPS-induzierte Zinksignal (Abb. 
4.10). 
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Abb. 4.10: Effekt von Methyl-β-Cyclodextrin (MBCD) auf TNF-Promotoraktivierung und –Sekretion, 
sowie das LPS-induzierte Zinksignal. 
(A) Raw 264.7, die stabil mit einem TNF-Reporterplasmid transfiziert waren, wurden für 15 min mit 5 mM 
MBCD inkubiert und dann für 24h mit 500 ng/ml LPS stimuliert. Die Fluoreszenz von eGFP wurde 
durchflusszytometrisch erfasst. (B) Raw 264.7 wurden mit FluoZin-3AM beladen und mit 5 mM MBCD 
inkubiert (15 min vor LPS). Das intrazelluäre Zink wurde in Intervallen von 2 min im Fluoreszenzplattenleser 
detektiert. Nach 10 min folgte die Zugabe von 500 ng/ml LPS (Pfeil) und die weitere Messung für 50 min. (C) 
Zur Ermittlung der TNF-Synthese wurden Raw 264.7 für 15 min mit 5 mM MBCD inkubiert und dann für 4h 
mit 500 ng/ml LPS stimuliert. Die Bestimmung der TNF-Konzentration im Überstand erfolgte mittels ELISA. 
(D) Eine signifikante Erhöhung der Sondenfluoreszenz (FluoZin-3A) wurde im zellfreien System nach Inku-
bation mit den Inhbitoren für 15 min und Messung im Fluoreszenzplattenleser ausgeschlossen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM aus n = 2 (A), n = 6 (B) bzw. n = 3 (C, D) unabhängigen Experimenten (Student t-Test 
* p<0,05). 
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Heterotrimere inhibitorische G-Proteine (Gi) können mit CD14 immunpräzipitiert werden 
(8). Zudem hemmt der Gi-Inhibitor Pertussis Toxin die Produktion von TNF-α, IL-1β und 
IL-6 in THP-1 als Antwort auf LPS oder hitzeinaktivierte Staphylococcus aureus (7). Ein 
Antikörper gegen den Gi-gekoppelten Rezeptor CXCR4 inhibiert außerdem die Zytokin-
synthese von MonoMac-6 und primären Monozyten nach LPS-Stimulation (126). Daher 
zielten weitere Versuche auf die Bedeutung von Gi-Proteinen für das LPS-induzierte 
Zinksignal ab. Mastoparan, ein Peptid aus Wespengift (Vespula lewisii), verstärkt die GTP-
Bindung von Gi. Dies führt initial zur Aktivierung der Gαi-Untereinheit und zur Dissoziation 
der Gβγ-Untereinheit. Später löst es die Hemmung dieses Signalmechanismus aus, da es 
vermutlich zur Depletion der verfügbaren Gα-Untereinheit kommt. Dies führt zur Inhibition 
der LPS-induzierten NFκB-Aktivierung und TNF-α-Synthese in Raw 264.7 (127, 128). 
Die Messung mit FluoZin-3AM in Raw 264.7 zeigte, dass die initiale Aktivierung der Gi-
Proteine zu einem transienten Anstieg des freien Zinks führte (Abb. 4.11A). 
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Abb. 4.11: Mastoparan induziert ein Zinksignal. 
(A) Raw 264.7 und (B) Jurkat (2 x 106/ml) wurden mit FluoZin-3AM beladen und das freie Zink in Intervallen 
von 2 min im Fluoreszenzplattenleser gemessen. Nach 10 min erfolgte die Zugabe von 20 µM Mastoparan 
bzw. 250 ng/ml LPS (Jurkat) und die Messung des freien Zinks für weitere 50 min. Dargestellt ist ein 
exemplarisches von n = 3 unabhängigen Experimenten mit der SEM der Dreifachbestimmung. (C) Raw 264.7 
und (D) MonoMac-1 wurden mit FluoZin-3AM beladen und Mastoparan für 30 min inkubiert, dann erfolgte 
die Zugabe von 500 ng/ml LPS (Raw 264.7) bzw. 250 ng/ml LPS (MonoMac-1). Das freie Zink wurde vor und 
2 min nach LPS-Zugabe im Fluoreszenzplattenleser bestimmt. (E) Eine signifikante Erhöhung der 
Sondenfluoreszenz (FluoZin-3A) wurde im zellfreien System nach Inkubation mit 20 µM Mastoparan für 15 
min und Messung im Fluoreszenzplattenleser ausgeschlossen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 
3 unabhängigen Experimenten. 
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Um auszuschließen, dass dies durch TLR-Aktivierung aufgrund bakterieller Verun-
reinigungen des Mastoparans verursacht wurde, wurde der Effekt in der humanen T-
Zelllinie Jurkat bestätigt, die keine Reaktion auf LPS zeigte (Abb. 4.11B). Hier unterschritt 
das freie Zink 15 Minuten nach Mastoparanzugabe den Ausgangswert, was in der murinen 
monozytären Zelllinie nicht beobachtet wurde. Es ist bekannt, dass humane Zellen sensitiver 
auf Mastoparan reagieren (129). Auch ein zelllinienspezifisches Verhalten kann nicht 
ausgeschlossen werden. 
In Raw 264.7 senkte eine 30-minütige Vorinkubation von 20 µM Mastoparan die LPS-
induzierte TNF-α-Sekretion um 84,2±8,6%. Außerdem nahm der Anstieg des freien Zinks 
nach LPS-Stimulation in Raw 264.7 im Mittel um 0,95±0,48 nM ab. Dabei blieb allerdings 
die maximale Höhe des intrazellulären freien Zinks mit und ohne Inhibitor unverändert 
(Abb. 4.11C). Bezogen auf das Zinksignal durch LPS allein bewirkte Mastoparan so eine 
signifikante Abnahme um 27% des LPS-induzierten Zinksignals (p=0,040). Die Tatsache, 
dass die maximale Höhe des intrazellulären freien Zinks nach LPS trotz Erhöhung des 
basalen Zinks unverändert blieb, steht in Kontrast zu den Ergebnissen mit FCCP (Abb. 4.7). 
Dies lässt vermuten, dass das Mastoparan-induzierte Zinksignal und das LPS-induzierte 
Zinksignal aus denselben endogenen Quellen stammen. Da humane Zellen sensitiver auf 
Mastoparan reagieren als murine (130), wurde auch die humane monozytäre Zelllinie 
MonoMac-1 getestet. Die Vorinkubation mit 10 µM Mastoparan senkte hier das LPS-
induzierte Zinksignal von 0,88±0,10 nM auf 0,49±0,11 nM um 45% (p=0,009). In humanen 
Zellen ist zusätzlich die absolute Höhe des intrazellulären Zinks nach LPS-Stimulation 
vermindert, wenn auch nicht signifikant (Abb. 4.11). Einzuschränken ist dieses Resultat 
jedoch durch die Tatsache, dass die Überlebensrate von MonoMac-1, gemessen im 
Neutralrot-Test, nach 1-stündiger Inkubation mit 10 µM Mastoparan nur noch bei 83% lag. 
20 µM Mastoparan übten dagegen auf Raw 264.7 keinen toxischen Effekt aus (Anhang 2B). 
 
Es ist zusammenzufassen, dass von den 16 getesteten Inhibitoren nur der Tyrosinkinase-
inhibitor Genistein das Potential hatte das LPS-induzierte Zinksignal zumindest partiell zu 
inhibieren. Es konnte ferner gezeigt werden, dass Tyrosinkinasen zur Homöostase der 
basalen Zinkkonzentration beitrugen. Die Aktivierung inhibitorischer G-Proteine durch 
Mastoparan induzierte selbst ein Zinksignal, welches zu dem von LPS nicht additiv wirkte. 
 
4.3 Zink in der Differenzierung myeloischer Zelllinien 
Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit das LPS-induzierte Zinksignal als Beispiel für eine 
sehr schnelle Veränderung des intrazellulären freien Zinks untersucht wurde, standen im 
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zweiten Teil langfristige Veränderungen der Zinkhomöostase im Mittelpunkt. Aus anderen 
Modellen ist bekannt, dass es während des Differenzierungsprozesses zu Veränderungen der 
Zinkhomöostase kommt (vgl. Kap 1.3.5). Während beispielsweise in Fibroblasten von einer 
Zunahme des Zinkgehalts ausgegangen werden kann (101), deutet sich im HL-60 Modell 
eine Abnahme des freien Zinks an (Abb. 4.3 und Abb. 4.4). Daher wird im folgenden Teil 
der Arbeit die langfristige Veränderung der Zinkhomöostase und deren Ursachen genauer 
untersucht sowie deren Bedeutung für den Differenzierungsprozess aufgeklärt. 
 
4.3.1 Veränderungen der Zink-Homöostase 
Im ersten Schritt wurde die Veränderung des intrazellulären freien Zinks nach 
Differenzierung mit 1,25VD3 im Zeitverlauf mit der Fluoreszenzsonde FluoZin-3AM 
untersucht. Parallel dazu wurde die Expression der Differenzierungsmarker CD11b und 
CD14 auf der Zelloberfläche durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 4.12). 
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Abb. 4.12: Intrazelluläres freies Zink und die Expression von Oberflächenmarkern während 
1,25VD3-induzierter Differenzierung in HL-60. 
Nach der Differenzierung mit 1,25VD3 (100 nM) für 24, 48 und 72h wurden die Oberflächenmarker 
CD11b und CD14 mittels Durchflusszytometrie (Linie) und das freie Zinks mittels FluoZin-3AM 
(Balken) detektiert. Die Daten von n = 5 (Zink) bzw. n = 3 (Oberflächenmarker) unabhängigen 
Experimenten sind als Mittelwert ± SEM dargestellt. Werte, die sich signifikant unterscheiden 
(p<0,05, ANOVA), haben nicht den gleichen Klein- (Zink) oder Großbuchstaben 
(Oberflächenmarker). 
 
Die Expression von CD11b und CD14 nahm im Laufe des Differenzierungsprozesses 
kontinuierlich zu. Das intrazelluläre freie Zink sank während der ersten 24h von  
1,75 ± 0,61 nM auf 0,88 ± 0,62 nM. In der späteren Phase der Differenzierung erreichte das 
basale Zink einen Tiefststand und war mit 0,21 ± 0,01 nM und 0,20 ± 0,12 nM nach 48h 
bzw. 72h signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert (Abb. 4.12). Die Abnahme des 
Zinks nach Behandlung mit 1,25VD3 wurde mit einer weiteren zinkspezifischen 
Fluoreszenzsonde, Zinquin, nach 72h bestätigt (Abb. 4.13). 
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Abb. 4.13: intrazelluläres Zink und Calcium nach Differenzierung mit 1,25VD3 in HL-60. 
Die Zellen wurden nach Differenzierung mit 1,25VD3 (100 nM für 72h) mit Zinquin und Fluo-4 
beladen und das ionenspezifische Signal im Fluoreszenzplattenleser gemessen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus n = 3 (Zink) bzw. n = 4 (Calcium) unabhängigen Experimenten als 
Vielfaches der unbehandelten Kontrolle (Student t-Test * p< 0,05). 
 
Allerdings führte die 1,25VD3-Behandlung nicht zu einer generellen Abnahme aller biva-
lenten Kationen, wie die Messung des intrazellulären Calciumspiegels mittels der 
Fluoreszenzsonde Fluo-4 zeigte (Abb. 4.13). Diese Ergebnis stimmt mit der Literatur 
überein (131). Es konnte also ein spezifischer Effekt von 1,25VD3 auf die Zinkhomöostase 
demonstriert werden. 
 
Weiterführende Experimente zielten darauf ab, Veränderungen in der Expression zink-
bindender Proteine und Zinktransporter zu identifizieren, um die beobachtete Abnahme des 
intrazellulären Zinks erklären zu können. Mittels real-time SYBR green PCR wurde eine 
umfassende Untersuchung der mRNA-Expression aller bekannten Zinktransporter (ZnT1 bis 
ZnT9) 24h, 48h und 72h nach 1,25VD3-induzierter Differenzierung durchgeführt. 
Die Mitglieder der ZnT-Familie senken die zytoplasmatische Zinkkonzentration durch den 
Transport von Zink aus der Zelle heraus oder in vesikuläre Strukturen hinein. Analog zu 
Erkenntnissen aus der monozytären Zelllinie THP-1 (71) werden auch in HL-60 ZnT2, 
ZnT4 und ZnT8 unabhängig vom Differenzierungsgrad nicht exprimiert. Nach 24-stündiger 
1,25VD3-Inkubation war die Expression von ZnT1, ZnT3 und ZnT9 im Vergleich zur 
unbehandelten Zellen erhöht, allerdings nicht auf einem signifikanten Niveau. Einzig die 
Expression von ZnT6 war zu diesem Zeitpunkt leicht (+ 12%), aber signifikant, hoch-
reguliert (Abb. 4.14). 
  Ergebnisse 
 68 
m
R
NA
 
[V
ie
lfa
ch
e
s 
de
r 
Ko
n
tro
lle
]
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
*
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
n
.
d.
* *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9ZnT
24h 48h 72h
 
Abb. 4.14: mRNA-Expression aller bekannten Zinkexporter (ZnT) im Laufe der 1,25VD3-induzierten 
Differenzierung. 
HL-60 wurden für 24, 48 und 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert, die Analyse der mRNA-Expression der 
bekannten ZnTs wurde mit real-time SYBR green PCR durchgeführt. Die Werte wurden mittels ∆∆CT-
Methode auf das Housekeeping-Gen PBGD normalisiert und sind als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle 
abgebildet. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 3 unabhängigen Experimenten, signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle sind markiert (Student t-Test *p<0,05). n.d.: nicht detektiert 
 
Trotz eines mittleren Anstiegs der ZnT3-mRNA um 91% nach 48h, unterschied sich zu 
diesem Zeitpunkt keiner der Transporter in seiner Expression signifikant von der 
unbehandelten Kontrolle. Im Hinblick auf die sinkende intrazelluläre Zinkkonzentration 
(Abb. 4.12) im Laufe des Differenzierungsprozesses war es jedoch überraschend, dass die 
mRNA-Expression von ZnT5 (-40%) und ZnT6 (-47%) nach 72h signifikant sank (Abb. 
4.14). 
 
Zusätzlich zu den ZnTs wurde die Zinkimporter-Familie Zip auf ihre Expression im Verlauf 
der 1,25VD3-induzierten Differenzierung hin untersucht (Abb. 4.15). Es war mRNA von 
dreizehn der vierzehn Zips zu detektieren, nur Zip12 wurde in HL-60 nicht exprimiert. In 
der frühen Phase der 1,25VD3-induzierten Differenzierung, nach 24h, sank die mRNA von 
Zip3 (-26%) und -14 (-32%) signifikant. Nach 48h nahm parallel zur Abnahme des freien 
Zinks die Transkription der meisten Zinkimporter (Zip3, -4,- 6, -8, -10, -11, -13, -14) 
signifikant ab. Nach 72h waren immer noch sechs von vierzehn Zip (Zip1, -3, -8, -9, -10,- 
14) in ihrer Expression signifikant vermindert. Es fällt auf, dass der Einfluss von 1,25VD3 
auf die Zip-Expression stärker war als auf die ZnT-Expression. Drei Zip (Zip3, -10 und -14) 
waren an allen gemessenen Zeitpunkten herunter reguliert. Zusätzlich waren sieben weitere 
Zip an mindestens einem Messzeitpunkt in ihrer Expression beeinflusst. Nur drei (Zip 2, -5 
und -7) zeigten keine signifikante Reaktion auf 1,25VD3. 
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Abb. 4.15: mRNA-Expression aller bekannten Zinkimporter (Zip) im Laufe der 1,25VD3-induzierten 
Differenzierung. 
HL-60 wurden für 24, 48 und 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert, die Analyse der mRNA-Expression von 
den bekannten Zip wurde mit real-time SYBR green PCR durchgeführt. Die Werte wurden mittels ∆∆CT-
Methode auf das Housekeeping-Gen β-Aktin normalisiert und sind als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle 
abgebildet. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 3 unabhängigen Experimenten, signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle sind markiert (Student t-Test *p<0,05). n.d.: nicht detektiert. 
 
Da die Aufnahme extrazellulären Zinks in hohem Maße durch Zip vermittelt wird, wurde 
zusätzlich die intrazelluläre Zinkakkumulation nach Exposition mit extrazellulärem Zink 
ermittelt. Nach 72h 1,25VD3-Exposition war nicht nur die Expression verschiedener Zip-
Proteine vermindert, sondern es sank auch die Zinkakkumulation in differenzierten HL-60 
im Vergleich zu undifferenzierten Zellen wesentlich ab (Abb. 4.16). 
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Abb. 4.16: Verminderte Zink-Akkumulation in differenzierten HL-60. 
(A) Undifferenzierte und (B) 1,25VD3-differenzierte Zellen (100 nM für 72h) wurden mit FluoZin-3AM 
beladen. Nach Messung des basalen Zinks folgte die Zugabe von 100 nM ZnSO4 (Pfeil) und die Detektion des 
intrazellulären Zinks für weitere 40 min im Fluoreszenzplattenleser in proteinfreiem Messpuffer. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 unabhängigen Experimenten. 
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Die vollständige Untersuchung der bisher identifizierten Zip und ZnT zeigte deutlich, dass 
1,25VD3 durch Modulation ihrer Expression in die Zinkhomöostase eingreift. Neben 
Zinktransportern wird die Homöostase jedoch auch durch zinkbindende Proteine reguliert. 
Dazu zählt MT, welches sieben redoxsensitive Zinkbindungsstellen besitzt (77). Mittels 
real-time SYBR green PCR mit einer Kombination aus 2 Primerpaaren wurde die mRNA-
Expression von neun MT-1 und -2 Isoformen detektiert. Es wurde festgestellt, dass 1,25VD3 
keinen nennenswerten Effekt ausübte (Abb. 4.17A). 
MT ist in den meisten Zellen das Hauptbindungsprotein für Zink. Zusätzlich exprimieren 
myeloische Zellen in Abhängigkeit ihres Differenzierungsgrades S100-Proteine, 
insbesondere S100A8 und S100A9 (79). Diese Proteine besitzen neben Calcium- auch Zink-
bindungsstellen mit hoher Affinität (132) und könnten so zusätzlich zur Regulation der 
Zinkhomöostase beitragen.  
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Abb. 4.17: Der Effekt von 1,25VD3 auf Metallothionein und S100-Proteine. 
HL-60 wurden 24, 48 und 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert. Die Analyse der mRNA-Expression von 
(A) Metallothionein (MT) und (B) S100 A8 und -A9 erfolgte durch real-time SYBR green PCR. Die Werte 
wurden mittels ∆∆CT-Methode auf das Housekeeping-Gen β-Aktin normalisiert und sind als Vielfaches der 
unbehandelten Kontrolle abgebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 (MT) und n = 5 (S100) 
unabhängigen Experimenten. (C,D) Im Zelllysat wurde S100A8 (11 kDa) und S100A9 (14 kDa) durch 
Western Blot nachgewiesen. β-Aktin (45 kDa) diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge. 
Dargestellt ist (C) ein repräsentativer Blot aus n = 4 und (D) die entsprechende densitometrische Auswertung 
als Mittelwert ± SEM aus n = 4 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur unbehandelten 
Kontrolle sind markiert (Student t-Test *p <0,05). 
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Im Gegensatz zur MT-Transkription hatte 1,25VD3 einen starken Einfluss auf die mRNA-
Expression beider Proteine (Abb. 4.17B). Die Transkription ist deutlich hochreguliert. Ein 
Peak bei 48h zeigte eine 20fache (S100A8) bzw. 37fache (S100A9) durchschnittliche 
Steigerung. Die Expression der Proteine nahm im Zeitverlauf kontinuierlich zu (Abb. 
4.17C,D).  
 
Neben der Menge an intrazellulärem Zink kann auch dessen Verteilung im Laufe des 
Differenzierungsprozesses variieren. So wird während der Differenzierung von Myelo-
blasten eine Kerntranslokation von MT und Zink, gemessen mit der Fluoreszenzsonde TSQ, 
beobachtet (133). Um etwaige Umverteilungsprozesse während der myeloischen 
Differenzierung mit 1,25VD3 in den Zellkern aufzuzeigen, wurden HL-60 mit den 
Fluoreszenzsonden FluoZin-3AM oder TSQ gefärbt und mit dem Fluoreszenzmikroskop 
betrachtet (Abb. 4.18). 
 
Abb. 4.18: Untersuchung der intrazellulären Zinkverteilung mittels Fluoreszenzmikroskopie. 
HL-60 wurden für die angegebenen Zeiträume mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert und mit den Zinksonden 
TSQ (30 µM) bzw. FluoZin-3AM (1 µM) für 30 min inkubiert. Parallel zur Färbung mit FluoZin-3AM erfolgte 
die Färbung der Zellkerne mit Höchst 33258 (15 µM) für 10 min. Undifferenzierte sowie für 24h differenzierte 
HL-60 wurden mittels Zytospin auf ein Deckgläschen zentrifugiert, für die Färbung nach 48h und 72h befand 
sich in der Zellkulturplatte ein Deckgläschen, auf dem die HL-60 adhärierten und gefärbt wurden. Die Auf-
nahme im Fluoreszenzmikroskop erfolgte mit 40x Vergrößerung. Die Belichtung wurde so angepasst, dass ein 
deutliches Bild entstand, die Fluoreszenzintensität zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist daher nicht quantitativ 
miteinander zu vergleichen. Die Belichtungszeiten wurden wie folgt gewählt: K und 24: 1/8 sec, 48 und 72h: 1 
bis 2 sec. 
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Während FluoZin-3AM nur freies Zink bindet und metallothioneingebundenes Zink nicht 
erkennt (82), detektiert TSQ teilweise auch proteingebundenes Zink. Die Doppelfärbung mit 
FluoZin-3AM und dem Kernfarbstoff Höchst 33258 zeigte in den Kontrollzellen eine relativ 
gleichmäßige Grundfluoreszenz von FluoZin-3AM. Diese tritt vorwiegend im Zytoplasma 
auf. Es gibt wenige, schwach ausgeprägte zinkreiche Regionen. TSQ zeigte eine diffuse 
Färbung des Zytoplasmas. Mit keiner der beiden Sonden war eine ausgeprägte Fluoreszenz 
in der Kernregion zu erkennen. Durch Behandlung mit 1,25VD3 adhärierten die Zellen als 
Zeichen der Differenzierung nach 48h bzw. 72h auf Deckgläschen. Dennoch kam es zu 
keiner Anreicherung von Zink im Zellkern, die mit einer der beiden Sonden zu detektieren 
gewesen wäre. Es war vielmehr eine generelle Abnahme der Fluoreszenz im Laufe des 
Differenzierungsprozesses zu beobachten, die auch die zinkreichen Regionen betraf, die 
nach 48h kaum noch zu erkennen waren. Zur Abb. 4.18 ist anzumerken, dass für die 
Fluoreszenzmikroskopie unterschiedliche Belichtungszeiten gewählt wurden, um die 
Lokalisation der Färbung möglichst deutlich sichtbar zu machen. Die Stärke der Fluoreszenz 
ist daher nicht als Maß für den Zinkgehalt zu werten. 
 
Es bleibt festzuhalten, dass die Zinkhomöostase während der 1,25VD3-induzierten 
Differenzierung interessanten Veränderungen unterworfen ist. Das intrazelluläre freie Zink 
sinkt nach 72h um 89%, wobei die Verteilung innerhalb der Zelle nicht beeinflusst ist. 
1,25VD3 verändert die Expression von Zinktransportern und bewirkt insbesondere eine 
Abnahme der Zips. Weiterhin steigert es die Expression der zinkbindenden Proteine S100A8 
und S100A9. Dies könnte durch verminderte Zinkaufnahme sowie verstärkte intrazelluläre 
Bindung zur Abnahme des freien Zinks führen. Im nächsten Schritt galt es zu erforschen, 
welchen funktionalen Einfluss diese Abnahme haben kann. 
 
4.3.2 Effekt der Chelierung von intrazellulärem Zink auf die Differenzierung 
Zur Untersuchung der Funktion, die das Absinkens des freien Zinks während der 
myeloischen Differenzierung ausübt, wurde der membranpermeable Zinkchelator TPEN 
eingesetzt. Die Zellen wurden für 72h in An- oder Abwesenheit des Chelators mit 1,25VD3 
behandelt und der Effekt von TPEN auf den Differenzierungsgrad untersucht. 
TPEN verstärkte konzentrationsabhängig die Expression der Differenzierungsmarker CD11b 
und CD14 (Abb. 4.19A). Da die TPEN-Inkubation für 72h ab 2 µM eine signifikante 
Abnahme der Vitalität der Zellen um mehr als 44% zur Folge hatte, wurde in den weiteren 
Experimenten 1,5 µM TPEN eingesetzt. Diese TPEN-Konzentration veränderte weder die 
Viabilität differenzierter noch undifferenzierter Zellen (Anhang 2C). Der differenzierungs-
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fördernde Effekt von TPEN wurde also nicht durch eine selektive Zytotoxizität von TPEN 
auf undifferenzierte Zellen ausgelöst. 
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Abb. 4.19: Der Effekt von TPEN auf die Expression der Differenzierungsmarker CD11b und CD14. 
(A) HL-60 wurden nach einer 30-minütigen Vorinkubation mit TPEN in den angegebenen Konzentrationen für 
72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert. Anschließend wurden CD11b und CD14 durchflusszytometrisch 
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. Werte, die sich 
signifikant unterschieden (p<0,05, ANOVA) weisen nicht den gleichen Buchstaben auf. (B) HL-60 wurden 
nach 30-minütiger Vorinkubation mit TPEN (1,5 µM) für die angegebenen Zeiträume mit 1,25VD3 (100 nM) 
differenziert. Anschließend wurden CD11b und CD14 durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zu Zellen, die zum 
jeweiligen Zeitpunkt mit 1,25VD3 allein behandelt wurden, sind dargestellt (Student t-Test *p<0,05). 
 
Im Zeitverlauf zeigte sich nach 48-stündiger Differenzierung mit 100 nM 1,25VD3 zum 
ersten Mal eine signifikante Verstärkung der Expression von CD11b und CD14 durch 
TPEN. Diese hielt mindestens für weitere 48h an. TPEN steigerte die 1,25VD3-induzierte 
Differenzierung nach 48h, 72h und 96h um 67%; 40%; bzw. 25% (Abb. 4.19B). Die 
Differenzierung bei substimulatorischen Mengen von 1,25VD3 wurde duruch TPEN nicht 
gesteigert (Daten nicht gezeigt). 
TPEN hat eine sehr hohe Affinität zu Zink (1015,58M-1), cheliert aber auch andere bivalente 
Kationen, z.B. Mg2+ (101,7M-1), Ca2+ (104,4M-1), Fe2+ (1014,6M-1) und Cu2+(1020,5M-1) (134, 
135). Außerdem sind nicht alle Effekte von TPEN durch seine Fähigkeit zur Zink-
Chelierung zu begründen (136). In einem Kontrollexperiment wurde deshalb untersucht, 
inwieweit der Effekt von TPEN auf die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 
ausschließlich auf Zinkchelierung zurückzuführen ist. Nach 30-minütiger Vorinkubation mit 
TPEN wurde parallel zur 1,25VD3-Zugabe das intrazelluläre Zink durch Hinzufügen von  
1 µM Zink in Anwesenheit von 10 µM Pyrithion erhöht. Diese Behandlung hob den Effekt 
von TPEN vollständig auf. Dies beweist, dass die Wirkung von TPEN auf die 
Differenzierung ausschließlich durch die Chelierung des intrazelluären Zinks vermittelt wird 
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(Abb. 4.20A). Auffällig war, dass 10 µM Pyrithion allein ebenfalls die Differenzierung 
verstärkte. Dies kann damit erklärt werden, dass Pyrithion das intrazelluläre Zink nur dann 
erhöht, wenn größere Mengen an extrazellulärem Zink vorhanden sind. In Abwesenheit von 
extrazelluärem Zink agiert Pyrithion als Zink-Chelator, wie in der zeitaufgelösten Messung 
des freien Zinks nach Behandlung mit Pyrithion allein in Abb. 4.20B dargstellt. Es ist 
allerdings anzunehmen, dass der intrazelluläre Zinkanstieg durch Zink/Pyrithion in 
Zellkulturmedium geringer ausfällt als in Abb. 4.20B. Das liegt daran, dass dieser Versuch 
in Abwesenheit von Serum durchgeführt wurde, welches große Mengen des zugegebenen 
Zinks puffert.  
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Abb. 4.20: Zink und Pyrithion heben den Effekt von TPEN auf die Differenzierung auf.  
(A) HL-60 wurden nach 30-minütiger Vorinkubation mit TPEN (1,5 µM) für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) 
differenziert. Parallel zu 1,25VD3 wurden Zink und Pyrithion zugegeben. Die Messung der Oberflächenmarker 
erfolgte im Durchflusszytometer. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen 
Experimenten. Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht den gleichen 
Buchstaben auf. (B) undifferenzierte HL-60 wurden mit FluoZin-3AM beladen und das freie Zink in Dreifach-
bestimmung im Fluoreszenzplattenleser quantifiziert. Nach 10 min wurde Pyrithion (10 µM) allein oder in 
Kombination mit Zink (1 µM) zugegeben und die Fluoreszenz für weitere 20 min gemessen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM der Dreifachbestimmung eines repräsentativen Experiments aus n = 3 unabhängigen 
Versuchen. 
 
Wird das Absinken des freien Zinks während der 1,25VD3-induzierten Differenzierung 
durch den membranpermeablen Chelator TPEN imitiert, verstärkt das die Expression der 
Oberflächenmarker CD11b und CD14 (Abb. 4.20). Das weist darauf hin, dass die 
Veränderung der Zink-Homöostase durch 1,25VD3 vermutlich auch von funktionaler 
Relevanz ist. Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Zellen nach 
Differenzierung in Anwesenheit von TPEN nicht nur eine verstärkte Expression an 
Oberflächenmarkern zeigen, sondern auch eine erhöhte Aktivität aufweisen. 
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4.3.3 Einfluss intrazellulärer Zink-Chelierung auf Funktionalität und 
Zellzyklus 
Um die Bedeutung des Zink-Status für die Aktivität nach erfolgter Differenzierung zu 
prüfen, wurden drei wichtige monozytäre Funktionen (Phagozytose, oxidativer Burst und 
TNF-α-Sekretion) untersucht. Dafür wurden die Zellen in An- oder Abwesenheit von TPEN 
mit 1,25VD3 differenziert. Da Zinksignale für die Zytokinsynthese in Monozyten benötigt 
werden (81), wurden die Zellen nach 72h gewaschen und die Tests in Kulturmedium ohne 
TPEN und 1,25VD3 durchgeführt (Abb. 4.21). 
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Abb. 4.21: Der Einfluss von 1,25VD3 und TPEN auf die Funktionalität von HL-60. 
HL-60 wurden für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) und TPEN (1,5 µM, 30 min vor 1,25VD3) differenziert. Danach 
wurden die Zellen 2 Mal mit PBS gewaschen und in Zellkulturmedium ohne 1,25VD3 und TPEN auf-
genommen. Es folgte die Stimulation mit DsRed-markierten E. coli (2,5 x 107/ml) und die Messung des (A) 
oxidativen Bursts und (B) der Phagozytose im Durchflusszytometer. Außerdem wurden (C) die Zellen für 4h 
mit 250 ng/ml LPS stimuliert und TNF-α im Überstand bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 
n = 3 (A, B) bzw. n = 4 (C) unabhängigen Experimenten. Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, 
ANOVA), weisen nicht den gleichen Buchstaben auf. 
 
Die Zellen wurden mit DsRed-markierten E. coli inkubiert und die Oxidation des Farbstoffs 
DHR123 (Abb. 4.21A), als Zeichen für den oxidativen Burst, sowie die Phagozytose der 
fluoreszierenden Bakterien (Abb. 4.21B) im FACS gemessen. Sowohl die Phagozytose als 
auch der oxidative Burst traten erst in differenzierten HL-60 auf. Während die 
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Differenzierung in Anwesenheit von TPEN die Fähigkeit steigerte, reaktive 
Sauerstoffspezies zu produzieren, war die Phagozytose nicht beeinflusst.  
Desweiteren produzierten ebenfalls nur 1,25VD3-behandelte HL-60 nach LPS-Stimulation 
nennenswerte Mengen an TNF-α. Diese Mengen waren im Vergleich zur alleinigen 
Differenzierung mit 1,25VD3 signifikant höher, wenn die Zellen in Anwesenheit von TPEN 
differenziert wurden (Abb. 4.21C). 
Es ist also festzuhalten, dass das Absinken des freien Zinks während der Differenzierung 
wahrscheinlich nicht nur die Hochregulation der Oberflächenmarker vermittelt, sondern dass 
dadurch auch die Funktionalität der Zellen bezüglich Zytokinsynthese und oxidativem Burst 
erhöht wird. 
 
1,25VD3 induziert nicht nur die Differenzierung myeloischer Zellen, sondern bewirkt auch 
einen Proliferationsstopp. Die Zellen werden daran gehindert, von der G1/G0-Phase in die S-
Phase des Zellzyklus überzugehen. Das wird u.a. durch die 1,25VD3-induzierte Synthese der 
CDK („cyclin-dependent Kinase“)-Inhibitoren p21 und p27 sowie durch verminderte 
Expression des Cyclins D1 vermittelt (22). Um zu festzustellen ob TPEN auch diesen Effekt 
von 1,25VD3 verstärkt, wurde die Proliferation gemessen (Abb. 4.22), die Zellzyklusphase 
im Durchflusszytometer bestimmt (Abb. 4.23A) und die Expression der Zellzyklus-
regulatoren mittels real-time SYBR green PCR ermittelt (Abb. 4.23B-D).  
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Abb. 4.22: Einfluss von 1,25VD3 und TPEN auf die Proliferation von HL-60. 
HL-60 (5 x 104/ml) wurden mit 1,25VD3 (100 nM) in An- oder Abwesenheit von TPEN (1,5 µM, 30 min vor 
1,25VD3) für 96h differenziert. Die Messung der Proliferation erfolgte mittels (A) 3H-Thymidinaufnahmeassay 
und mittels (B) Zellzählung. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 4 unabhängigen Experimenten. 
Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht den gleichen Buchstaben auf 
 
Wie erwartet, löste 1,25VD3 einen Proliferationsstopp aus (Abb. 4.22). Obwohl Zink für die 
Passage durch die G1 und G2 Phase des Zellzyklus erforderlich ist (137), hatte TPEN keinen 
Effekt auf Proliferation der Zellen. 1,5 µM TPEN hatte weder bei alleiniger Inkubation 
hemmenden Einfluss auf die Zellteilung, noch verstärkte es den Effekt von 1,25VD3. Die 
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3H-Thymidinaufnahme war durch TPEN allein sogar verstärkt (Abb. 4.22A). Dies könnte 
jedoch eher durch DNA-Reparaturprozesse bedingt sein als durch eine erhöhte Zellteilungs-
rate, da die Zellzahl (Abb. 4.22B) im Vergleich zur Kontrolle nicht erhöht war. Der 
Proliferationsstopp durch 1,25VD3 ging mit einer erhöhten Anzahl von Zellen einher, die 
sich in der G1-Phase befanden (Abb. 4.23A). Auch dieser Anteil wurde durch TPEN nicht 
signifikant erhöht. 
p2
1 
m
R
N
A 
[V
ie
lfa
ch
e
s 
de
r 
Ko
n
tro
lle
]
0
2
4
6
8
10
12
14
p2
7 
m
R
N
A 
[V
ie
lfa
ch
e
s 
de
r 
Ko
n
tro
lle
]
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
Cy
cl
in
 
D
1 
m
R
NA
 
[V
ie
lfa
ch
e
s 
de
r 
Ko
n
tro
lle
]
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
Ve
rh
äl
tn
is
 
G
1/
S-
Ph
a
se
0
2
4
6
8
10
12
Kontrolle TPEN1,25VD3 1,25VD3
+ TPEN
A B
C D
a a a
a
a
a
a
b
b b
b
a
a
b
a
b
Kontrolle TPEN1,25VD3 1,25VD3
+ TPEN
Kontrolle TPEN1,25VD3 1,25VD3
+ TPEN
Kontrolle TPEN1,25VD3 1,25VD3
+ TPEN
 
Abb. 4.23: Einfluss von 1,25VD3 und TPEN auf Zellzyklusverteilung und Expression von Zellzyklus-
regulatoren. 
HL-60 (5 x 104/ml) wurden mit 1,25VD3 (100 nM) und TPEN (1,5 µM, 30 min vor 1,25VD3) differenziert. (A) 
nach 96h wurde die Zellzyklusverteilung durchflusszytometrisch bestimmt. (B-D) nach 72h erfolgte die 
Messung der Transkription der Zellzyklusregulatoren (B) p21, (C) p27 und (D) Cyclin D1 durch real-time 
SYBR green PCR. Die Werte wurden mittels ∆∆CT-Methode auf das Housekeeping-Gen β-Aktin normalisiert 
und sind als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle abgebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM  aus n 
= 3 unabhängigen Experimenten. Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht 
den gleichen Buchstaben auf. 
 
Der Zellzyklus wird durch ein Netzwerk regulierender Proteine kontrolliert, in dem Cycline, 
CDK und CDK-Inhibitoren den Übergang von einer Phase des Zellzyklus in die nächste 
steuern. Übereinstimmend mit dem Ergebnis aus Abb. 4.23A wurde eine durch 1,25VD3 
verstärkte Transkription von p21 gezeigt, die durch TPEN nicht signifikant gesteigert wurde 
(Abb. 4.23B). Die mRNA-Expression von p27 wurde durch 1,25VD3 nicht signifikant 
verändert, wobei aber posttranslationale Mechanismen mit Einfluss auf Proteinstabilität und 
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–aktivität nicht ausgeschlossen werden können. TPEN verändert die Reaktion auf 1,25VD3 
auch hier nicht. Die Transkription des G1-Cyclins D1 wurde durch 1,25VD3 abgeschwächt, 
wobei TPEN hier ebenfalls keinen verstärkenden Effekt besaß. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass TPEN selektiv bestimmte Aspekte der 1,25VD3-induzierten 
Differenzierung beeinflusst. Während der 1,25VD3-induzierte Proliferationsstopp 
unabhängig von Zink ist, werden funktionale Parameter wie die Expression von CD14 und 
CD11b sowie der oxidative Burst und die TNF-α-Sektretion durch TPEN spezifisch 
gesteigert. 
 
4.3.4 Einfluss des extrazellulären Zinks auf die Differenzierung 
Nachdem in Kap. 4.3.2 eindeutig gezeigt wurde, dass die Chelierung des intrazellulären 
Zinks durch TPEN die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 verstärkt, wurde der 
Effekt des extrazellulären Zinks untersucht.  
Dazu wurde Zink mit Chelex 100 aus normalem Zellkulturmedium entfernt und die 
Differenzierungsmarker nach Behandlung mit 1,25VD3 durchflusszytometrisch bestimmt 
(Abb. 4.24A). Die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 war in zinkdepletiertem 
Medium wesentlich stärker ausgeprägt als im zinkadequaten Kontrollmedium. Zellen in 
zinkdepletiertem Medium unterschieden sich dabei nicht signifikant von Zellen, die in 
TPEN-haltigem Kontrollmedium differenziert wurden. Weiterhin war die Differenzierung in 
zinkdepletiertem Medium durch TPEN nicht weiter zu steigern. Wurde hingegen das 
intrazelluäre Zink durch Zugabe von 1 µM Zink und 10 µM Pyrithion gemeinsam mit 
1,25VD3 erhöht, unterschied sich der Differenzierungsgrad in beiden Medien nicht mehr 
(Abb. 4.24A). 
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Abb. 4.24: Der Einfluss von zinkdepletiertem Zellkulturmedium sowie hoher Zinkkonzentrationen auf 
die Differenzierung. 
(A) HL-60 wurden für 72h in Zink-depletiertem sowie zinkadequatem Kontrollmedium in An- und 
Abwesenheit von TPEN (1,5 µM, 30 min vor 1,25VD3) mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert. Zink und 
Pyrithion wurden zusammen mit 1,25VD3 zu den Zellen gegeben (B) HL-60 wurden für 72h mit 1,25VD3 in 
Anwesenheit von Zink und Pyrithion (30 min vor 1,25VD3). Die Messung der Oberflächenmarker erfolgte 
durchflusszytometrisch. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 5 (A) bzw. n = 3 (B) unabängigen 
Experimenten. Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht den gleichen 
Buchstaben auf. 
 
Offensichtlich sinkt in zinkdepletiertem Medium das intrazelluläre Zink soweit, dass es zu 
einer gesteigerten Differenzierung kommt. Das betont die inhibierende Rolle von Zink auf 
den Differenzierungsprozess. Um diese zu untermauern, wurde der Effekt einer Zink-
Supplementierung auf die 1,25VD3-induzierte Differenzierung in HL-60 untersucht. Hierbei 
wurde festgestellt, dass hohe Zinkkonzentrationen (100 µM) die Differenzierung signifikant 
senkten. Gleiches galt für geringere Konzentrationen (5 µM) in Anwesenheit des Zink-
ionophors Pyrithion (Abb. 4.24B). Dies war nicht durch einen toxischen Effekt von 
Zink/Pyrithion auf die Zellen zu begründen (Anhang 2G). 
 
4.3.5 Effekt von TPEN auf andere Stimuli und in anderen Zelllinien 
Durch die folgenden Experimente wurde untersucht, ob die inhibitorische Wirkung des 
intrazellulären Zinks auf die Differenzierung einen allgemeinen Effekt darstellte oder, ob es 
sich um einen agenz- oder zelllinienspezifischen Mechanismus handelte (Tab. 4.2). In 
Vorversuchen wurde der Einsatz der Differenzierungsagenzien in den verwendeten Zellinien 
zeit- und konzentrationsabhängig optimiert (Daten nicht gezeigt). 
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Tab. 4.2: Effekt von TPEN auf Oberflächenmarker während der Behandlung mit Differenzierungs-
agenzien 
 
Zelllinie Kontrolle Behandlung TPEN Behandlung 
+TPEN 
 HL-60a 1,9 ± 0,9* 52,2 ± 5,3 5,0 ± 1,8* 71,9 ± 6,1* 
Mono-
zyten THP-1
b
 
0,4 ± 0,1* 40,2 ± 5,8 2,8 ± 1,9* 59,0 ± 1,2* 
 NB4c 0,2 ± 0,1 24,1 ± 10,8 0,2 ± 0,01 39,8 ± 12,5* 
NB4d 0,1± 0,1* 25,5 ± 5,3 0,3 ± 0,01* 26,9 ± 5,9 Granulo-
zyten NB4e 0,1± 0,1* 27,4 ± 6,9 0,3 ± 0,01* 32,8 ± 8,2 
a
 Behandlung: 10 ng/ml PMA für 72h; Darstellung der CD11b+ Zellen (% total) 
b
 Behandlung: 100 nM 1,25VD3 für 72h; Darstellung der CD11b+CD14+ Zellen (% total) 
c
 Behandlung: 100 nM 1,25VD3+0,6 ng/ml PMA für 48h; Darstellung CD11b+CD14+ Zellen (% total) 
d Behandlung: 1 µM ATRA (e) bzw. für 96h; Darstellung der CD11b+CD66b+ Zellen (% total) 
e
 Behandlung: 0,3 µM ATRA+0,3% DMSO für 96h; Darstellung der CD11b+CD66b+ Zellen (% total) 
Die Zugabe von TPEN erfolgte jeweils 30 min vor der Behandlung. Angegeben sind die Mittelwerte± SEM 
aus n = 4 (HL-60) bzw. n = 3 (NB4, THP-1) unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur 
Behandlung allein sind gekennzeichnet (Student t-Test *<0,05). 
 
Myeloische Zellen werden durch Aktivierung der PKC mittels des Phorbolesters PMA zur 
Differenzierung in Richtung Monozyten/Makrophagen angeregt (18). Auch dies wurde 
durch intrazelluläres Zink in HL-60 inhibiert, denn der Effekt von PMA auf die CD11b-
Expression wurde durch TPEN um 38% gesteigert (Tab. 4.2). Das entsprach der gleichen 
Größenordnung, wie die Steigerung der 1,25VD3-induzierten Differenzierung (Abb. 4.19). 
Es konnte hier allerdings keine CD14-Expression gemessen werden, weder nach Stimulation 
mit PMA allein noch in Kombination mit TPEN. 
Nicht nur die Differenzierung von HL-60 ließ sich durch Chelierung des intrazellulären 
Zinks steigern. Die Zelllinie THP-1 stammt aus einem Patienten mit monozytärer Leukämie 
(FAB M5) (138) und ist weiter ausdifferenziert als HL-60. Auch ihre Differenzierung durch 
1,25VD3 wurde durch die Anwesenheit von 1,5 µM TPEN um 47% verstärkt (Tab. 4.2). Die 
Zelllinienunabhängigkeit der Differenzierungssteigerung durch TPEN in Richtung Mono-
zyten wurde weiterhin in der myeloischen Zelllinie NB4 unter Beweis gestellt. Sie ist als 
FAB M3 klassifiziert (139). Die Expression von CD14 und CD11b wurde in dieser Zelllinie 
durch TPEN um 65% gesteigert (Tab. 4.2). 
Als Zellen der myeloischen Reihe besitzen Granulozyten und Monozyten einen 
gemeinsamen Vorläufer. Verschiedene myeloische Zelllinien können durch unterschiedliche 
Agenzien in beide Entwicklungsrichtungen differenziert werden. Dies gilt auch für die 
Zelllinie NB4. Daher war es interessant zu untersuchen, ob intrazelluläres Zink nur die 
Differenzierung der monozytären Zellen hemmt oder, ob dies auch für Granulozyten gilt. 
Daher wurde die Expression der Oberflächenmarker CD66b und CD11b nach Behandlung 
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mit ATRA allein und in Kombination mit DMSO untersucht. Wie in Tab. 4.2 dargestellt, 
hatte TPEN keinen Effekt auf die Differenzierung von NB4 zu Granulozyten. 
 
4.3.6 Identifizierung des molekularen Mechanismus 
Im nächsten Schritt wurde ermittelt, über welchen Mechanismus TPEN die Differenzierung 
fördert. Da sich die bisherigen Versuche zumeist auf die 1,25VD3-induzierte 
Differenzierung im HL-60-Modell bezogen, wurde dies auch zur Untersuchung des 
Mechanismus beibehalten. 
 
4.3.6.1 Histonacetylierung nach Behandlung mit TPEN 
Posttranslationale, kovalente Modifikationen der Histone, wie Acetylierung und 
Methylierung von Lysinresten oder Phosphorylierung von Serinen, haben Einfluss auf die 
Struktur des Chromatins und damit auf die Transkription (140). Histonacetyltransferasen 
katalysieren die Acetylierungen der Lysinreste und machen die DNA somit zugänglicher für 
Transkriptionsfaktoren und den Transkriptionsapparat. Histondeacetylasen (HDAC) bauen 
bestehende Acetylierungen ab und unterdrücken so die Transkription (140, 141). HDACs 
sind auch Teil des Corepressor-Komplexes, mit dem der ungebundene VDR assoziiert ist 
(142). 
In verschiedenen Formen myeloischer Leukämien und Lymphomen ist eine erhöhte 
Aktivität von HDACs ein bedeutender onkogener Mechanismus. Die Inhibition der Enzyme  
verstärkt die 1,25VD3- und ATRA-induzierte Differenzierung von Leukämiezelllinien und 
Patientenproben (143, 144). Zwei der drei HDAC-Klassen besitzen ein Zinkatom im kata-
lytischen Zentrum und einige HDAC-Inhibitoren (TSA, SAHA) sind Derivate der 
Hydroxamsäure. Diese fungiert als Metallchelator, bindet das Zink im katalytischen 
Zentrum und bewirkt so die Hemmung des Enzyms (141). Da HDAC-Inhibitoren auf der 
einen Seite die Differenzierung fördern können, Zinkchelatoren auf der anderen Seite 
HDACs inhibieren können, wurde der Einfluss von TPEN auf den Acetylierungsgrad der 
Histone untersucht (Abb. 4.25). Dazu wurde im Western Blot mit Hilfe spezifischer 
Antikörper der Acetylierungsgrad verschiedener Histone untersucht. Als Positivkontrolle 
diente der HDAC-Inhibitor TSA.  
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Abb. 4.25: Histonacetylierung nach Behandlung mit 1,25VD3, TPEN und TSA. 
HL-60 wurden nach 30 minütiger Vorinkubation mit TPEN für 6h mit 1,25VD3 (100 nM) bzw. TSA 
behandelt. Das Zelllysat wurde im Western Blot untersucht. Dargestellt in ein repräsentativer Blot aus 
n = 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Obwohl das Hydroxamsäurederivat TSA eindeutig die Histonacetylierung steigerte, konnte 
nach Behandlung mit 1,25VD3 und bis zu 2 µM TPEN zum gleichen Zeitpunkt (6 und 24h) 
kein ähnlicher Effekt auf die Acetylierung der untersuchten Histone H2B, H3 und H4 fest-
gestellt werden. In Abb. 4.25 ist ein repräsentativer Western Blot nach 6h dargestellt. Die 
Acetylierung von H3 wurde ebenfalls zu späteren Zeitpunkten (48h, 72h) untersucht. Auch 
hier war kein Effekt von TPEN erkennbar (Daten nicht gezeigt). Somit kann nicht davon 
ausgegangen werden, dass die verstärkende Wirkung von TPEN auf die myeloische 
Differenzierung durch eine Inhibtion der HDACs vermittelt wird. 
4.3.6.2 Effekt einer p38-Inhibition auf die Differenzierung 
Inhibitoren der MAPK p38 fördern die 1,25VD3-induzierte Differenzierung eines HL-60 
Subtyps, der schon auf sehr niedrige 1,25VD3-Konzentrationen (1 nM) reagiert. Die 
Inhibition der p38 bewirkt dabei längerfristig einen Aktivitätsanstieg der Jun N-terminalen 
Kinase (JNK) und ERK und der nachfolgenden Signalwege, was zur verstärkten 
Differenzierung beiträgt. Wahrscheinlich kommt die Aktivierung von JNK und ERK durch 
Unterbrechung eines gemeinsamen, p38-abhängigen, negativen Feedbackmechanismus zu 
Stande (145). Da TPEN in höheren Konzentrationen (2,5 µM) in der Lage ist die 
Aktivierung der p38 zu inhibieren (81), war eine ähnliche Unterbrechung des Feedback-
mechanismus durch TPEN denkbar. Deshalb wurde kurzfristig (30 Minuten, 1h) ein Effekt 
von TPEN auf die p38-Phosphorylierung mittels Western Blot untersucht (Abb. 4.26). Als 
Kontrolle wurde der p38-Inhibitor SB202190 verwendet. Es fand durch 1,25VD3 nur eine 
sehr schwache Aktivierung der p38 statt, die durch 1,5 µM TPEN ebenso wenig wie die 
basale Phosphorylierung beeinflusst wurde. SB202190 dagegen führte zu einer deutlichen 
Abnahme des Phosphorylierungsgrads in An- und Abwesenheit von 1,25VD3. 
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Abb. 4.26: p38-Phosphorylierung nach Behandlung mit 1,25VD3. 
HL-60 wurden für 30 min mit TPEN (1,5 µM) oder SB202190 (5 µM) vorinkubiert und anschließend 
für 30 min mit 1,25VD3 stimuliert. Die Detektion der phosphorylierten p38 (Thr 180/Tyr 182) im 
Zelllysat erfolgte durch Western Blot. β-Aktin diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Blot aus n = 4 unabhängigen Experimenten. 
 
Darüberhinaus wurde die Oberflächenexpression von CD11b und CD14 nach Differen-
zierung in Anwesenheit von TPEN oder SB202190 verglichen (Abb. 4.27). Während TPEN 
die 1,25VD3-induzierte Expression von beiden Markern in ähnlichem Rahmen steigerte, ver-
stärkte SB202190 bevorzugt die von CD11b. Dadurch unterschied sich die CD11b-
Expression in beiden Ansätzen signifikant (p=0,036). 
 
Abb. 4.27: Expression von CD11b und CD14 nach 1,25VD3-induzierter Differenzierung in Anwesenheit 
von TPEN oder SB202190. 
HL-60 wurden 30 min mit TPEN (1,5 µM) oder SB202190 (5 µM) vorinkubiert und anschließend für 72h mit 
1,25VD3 (100 nM) differenziert. Die Messung von CD11b und CD14 erfolgte im Durchflusszytometer. Darge-
stellt sind repräsentative Dotplots von n = 3 unabhängigen Experimenten und deren Mittelwert ± SEM in den 
Quadranten. 
 
Die fehlende Inhibition der p38 durch 1,5 µM TPEN und das unterschiedliche 
Expressionsmuster der Oberflächenmarker im Durchflusszytometer legen den Schluss nahe, 
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dass der Effekt von TPEN auf die 1,25VD3-induzierte Differenzierung nicht durch eine 
TPEN-bedingte Inhibition der p38-Phosphorylierung vermittelt ist. 
 
4.3.6.3 Effekt einer NFκB-Inhibition auf die Differenzierung 
NFκB, genauer die p65-Untereinheit, hat einen inhibitorischen Einfluss auf die 
Transkription 1,25VD3-abhängiger Gene (24). In HL-60 wird beobachtet, dass die Inhibition 
von NFκB durch Parthenolid die 1,25VD3-induzierte Differenzierung sowie der Fähigkeit 
zum oxidativen Burst steigert (146). Da TPEN Signalwege inhibiert, die zur Aktivierung 
von NFκB führen (81), wurde dies als möglicher Verstärkungsmechanismus für die 
1,25VD3-induzierte Differenzierung untersucht. Dafür wurden HL-60 nach Vorinkubation 
mit TPEN und/oder Parthenolid mit 1,25VD3 differenziert und die Expression der von CD14 
und CD11b bestimmt. Sowohl TPEN als auch Parthenolid verstärkten die Differenzierung 
von HL-60 (Abb. 4.28). 
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Abb. 4.28: Effekt von TPEN und Parthenolid auf 1,25VD3-induzierte Differenzierung.  
HL-60 wurden mit TPEN (1,5 µM) oder Parthenolid (5 µM) vorinkubiert und anschließend mit 
1,25VD3 (100 nM) für 72h differenziert. Die Expression der Oberflächenmarker wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 4 unabhängigen 
Experimenten. Werte die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht den 
gleichen Buchstaben auf. 
 
Beide Agenzien gemeinsam wirkten jedoch additiv bezüglich des Differenzierungsgrads. 
Dies lässt darauf schließen, dass ihre Wirkung durch unterschiedliche Mechanismen 
induziert wird. 
4.3.6.4 Beeinflussung der cAMP-Synthese durch Zink 
Der second messenger cAMP nimmt eine wichtige Rolle in der Differenzierung myeloischer 
Zellen ein. Zum einen steigt seine Konzentration während der 1,25VD3- induzierten 
Differenzierung in HL-60 (147), zum anderen erhöht cAMP auch den Differenzierungsgrad 
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dieser Zelllinie (29). In dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sowohl die 
Inhibition der cAMP-abbauenden Phosphodiesterasen durch IBMX als auch der Einsatz des 
cAMP-Analogs db-cAMP die 1,25VD3-induzierte Differenzierung fördert (Abb. 4.29). Im 
Gegensatz zu Parthenolid, welches additiv zu TPEN auf die Differenzierung wirkte (Abb. 
4.28), waren weder IBMX noch db-cAMP in der Lage, den Effekt von TPEN auf die 
Expression von CD11b und CD14 zu steigern. Das deutet darauf hin, dass TPEN über einen 
cAMP-vermittelten Mechanismus wirkt. 
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Abb. 4.29: Einfluss von db-cAMP und IBMX auf die Differenzierung mit 1,25VD3 und TPEN. 
HL-60 wurden 30 min mit (A) db-cAMP, (B) IBMX sowie TPEN in den angegebenen Konzentrationen 
vorinkubiert und dann für 72h mit 1,25VD3 (100 nM) differenziert. Die Expression der Oberflächenmarker 
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 4 unabhängigen 
Experimenten. Werte, die sich signifikant unterscheiden (p<0,05, ANOVA), weisen nicht den gleichen 
Buchstaben auf. 
 
Es ist bekannt, dass Zink mit der AC das cAMP-synthetisierende Enzym hemmt (98, 100). 
Deshalb wurde getestet, ob intrazelluläres Zink in HL-60 eine Inhibition der AC vermittelt. 
Dafür wurde eine Methode zur Messung der intrazellulären cAMP-Konzentration etabliert. 
Damit wurden die cAMP-Spiegel nach Aktivierung mit dem AC-Aktivator Forskolin in An- 
oder Abwesenheit von Zink bzw. TPEN gemessen (Abb. 4.30). Um das Absinken von Zink 
während des Differenzierungsprozesses zu imitieren und einen langfristigen Effekt von 
TPEN auf die Expression der AC auszuschließen, wurden die Versuche in undifferenzierten 
HL-60 mit kurzfristiger TPEN-Inkubation durchgeführt. 
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Abb. 4.30: cAMP-Konzentration in undifferenzierten HL-60 nach Stimulation mit Forskolin. 
HL-60 (5 x 105/ml) wurden für 30 min in An- oder Abwesenheit von (A) Zink in Kombination mit 10 µM 
Pyrithion oder (B) TPEN (je 30 min vor Forskolin) mit 10 µM Forskolin stimuliert und anschließend die 
intrazelluläre cAMP-Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 5 unabhängigen 
Experimenten. (Student t-Test * p< 0,05). 
 
Es konnte bestätigt werden, dass die Aktivität der AC durch Zink vermindert wird. Es sank 
nicht nur die basale cAMP-Konzentration durch 10 µM Zink/Pyrithion signifikant. Auch die 
Forskolin-induzierte cAMP-Menge nahm in Anwesenheit von 5 und 10 µM Zink in 
Kombination mit 10 µM Pyrithion signifikant ab (Abb. 4.30A). Zuvor wurde bereits gezeigt, 
dass 5 µM Zink/Pyrithion die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 signifikant 
hemmte (Abb. 4.24B).  
Die Chelierung des intrazellulären Zinks durch TPEN hatte keinen Effekt auf die basale 
cAMP-Konzentration (Abb. 4.30B). Die Aktivieriung der AC durch Forskolin führte zu 
einem Anstieg der cAMP-Konzentration um das 3,9fache im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. TPEN steigerte diesen Effekt um 37% auf das 5,3fache (p=0,021). Die AC ist 
also unter physiologischen Zinkkonzentrationen in undifferenzierten HL-60 partiell 
inhibiert, so dass die Chelierung des intrazellulären Zinks die Synthese von cAMP erhöht. 
Da cAMP die Differenzierung von HL-60 fördert (Abb. 4.29B), stellt dies einen wichtigen 
Ansatzpunkt dar, über den TPEN seinen Effekt auf die Reifung myeloischer Zellen 
vermittelt. Somit könnte das Absinken der intrazellulären Zinkkonzentration im Laufe des 
Differenzierungsprozesses (Abb. 4.12) zu einer leichteren Aktivierbarkeit der AC führen, 
was seinerseits die Differenzierung fördert. 
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5 Diskussion 
Zink übernimmt wichtige Aufgaben für das Immunsystem und ist für die zelluläre 
Immunität unerlässlich (58). In Monozyten existieren sowohl kurz- als auch langfristige 
Veränderungen der Zinkhomöostase mit Relevanz für die Funktionalität der Zellen. Dies 
zeigt sich im HL-60-Modell. Darin tritt das rasch einsetzende LPS-induzierte Zinksignal 
ausschließlich in differenzierten Zellen auf und ist für deren TNF-α-Produktion im Sinne 
eines second messengers essentiell. Außerdem wurden erstmals langfristige Veränderungen 
der Zinkhomöostase beobachtet, die die Differenzierung myeloischer Zellen zu Monozyten 
modulieren. 
 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, das rasch einsetzende LPS-induzierte Zinksignal in seiner 
Eigenschaft als Signalelement des TLR4-Signalweges besser zu verstehen. Daher wurde es 
näher charakterisiert und untersucht durch welche Mechanismen es entsteht. In Raw 264.7 
konnte gezeigt werden, dass das Zinksignal repetitiv auftritt und dass kein Refraktärzustand 
eintritt. Auch die kleinste LPS-Komponente, Lipid A, ist in der Lage ein Zinksignal 
auszulösen. Dieses tritt im Vergleich zum vollständigen Molekül verzögert auf, hält aber 
länger an. Dies könnte durch stärkere Micellenbildung des hydrophoben Lipid A (148) und 
einer somit potentiell unterschiedlichen Kinetik bezüglich Bindung an Rezeptoren des LPS-
Aktivierungsclusters sowie verzögerter Internalisierung begründet sein. 
Das LPS-induzierte Zinksignal tritt sehr schnell auf und erreicht schon 2 Minuten nach 
Stimulation sein Maximum. Wann der Anstieg des freien Zinks genau einsetzt, war mittels 
der Messmethode im Fluoreszenzplattenleser nicht weiter aufzuschlüsseln. Im Gegensatz 
dazu wird in Mastzellen die so genannte „zinc wave“ beobachtet. Das ist ein Anstieg des 
intrazellulären freien Zinks mehrere Minuten nach Stimulation des FcεRI, der mindestens 10 
Minuten lang anhält (84). Die „zinc wave“ zeigt nicht nur eine andere Kinetik als das LPS-
induzierte Zinksignal in Monozyten, sondern basiert auch auf anderen molekularen 
Mechanismen. Sie tritt langsamer auf und ist abhängig von Ca2+ und MEK. Dahingegen 
hatte weder der Einsatz des MEK-Inhibitors U0126 noch des ER Ca2+-ATPase-Inhibitors 
Thapsigargin einen Einfluss auf das LPS-induzierte Zinksignal. Trotz dieser Unterschiede 
betont die Tatsache, dass die Stimulation verschiedener Rezeptoren [neben TLR4 und FcεRI 
auch TLR1/2, TNF-Rezeptor, Insulin-Rezeptor (81)] in einem Zinksignal mündet, die breite 
Rolle von Zink als Element der Signaltransduktion. 
Es wurde der Frage nachgegangen, aus welcher Quelle Zink nach LPS-Stimulation 
freigesetzt wurde. Messungen in zinkfreiem Puffer bewiesen, dass das LPS-induzierte 
Zinksignal aus endogenen Kompartimenten stammt. Dies bestätigt eine andere Studie, die 
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eine Zunahme des extrazellulären Zinks nach LPS-Stimulation beobachtet und somit einen 
Zinkeinstrom ausschließt (81). Da die maximale Höhe des Zinksignals in zinkfreiem Puffer 
kleiner ist als in zinkhaltigem Puffer, scheint zudem die Größe der relevanten endogenen 
Speicher zumindest kurzfristig durch ein extrazelluläres Zinkdefizit gesenkt zu werden. Das 
verringert die LPS-induzierte Zinkfluktuation. Da Zink durch LPS intrazellulär nicht über 
oxidative Mechanismen aus MT freigesetzt wird, strömt es wahrscheinlich aus einem 
endogenen Kompartiment aus, welches FluoZin-3AM nicht zugänglich ist. Weil die 
Mitochondrien durch Einsatz des Protonophors FCCP ausgeschlossen wurden, bleiben z.B. 
der Golgi-Apparat, das endoplasmatische Retikulum oder Zinkosomen als mögliche 
intrazelluläre Quellen (69). 
 
Wie auch im humanen Modell (81) senkte der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein das LPS-
induzierte Zinksignal in Raw 264.7, allerdings in geringerem Ausmaß. Tyrosinkinasen sind 
also im murinen Modell nicht die alleinigen Mediatoren des Zinksignals. Durch den Einsatz 
weiterer Inhibitoren konnte die Beteiligung einer Vielzahl von Signalmolekülen aus-
geschlossen werden. Die Inhibition der BTK durch LFM A13 unterbricht den TLR4-Signal-
weg früh, da die Kinase über die TIR-Domäne an den TLR4 rekrutiert wird und mit MyD88, 
Mal und IRAK-1 assoziiert (123). Weil LFM A13 die TNF-Synthese, aber nicht das LPS-
induzierte Zinksignal hemmt, muss das Zinksignal oberhalb der BTK im TLR4-Signalweg 
entstehen. Dazu passt, dass das Zinksignal unabhängig von MyD88 ist, da es auch nach 
LPS-Stimulation in Splenozyten aus MyD88-knock out-Mäusen auftritt (81). Der TLR4 
scheint aber involviert, da der Antikörper HTA125 ein Zinksignal auslöst (81). Da der TLR4 
keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität besitzt, müssen andere rezeptorassoziierte Kinasen 
am Zinksignal beteiligt sein. 
In dieser Arbeit konnte ein weiterer Signalweg identifiziert werden, der partiell in die Gene-
rierung des Zinksignals involviert sein könnte: Inhibitorische G-Proteine. Ihre Stimulation 
durch Mastoparan führte zu einem transienten Zinksignal. Dies hatte aber keinen Einfluss 
auf die maximale Zinkfreisetzung nach LPS-Stimulation, so dass der prozentuale Anstieg 
des freien Zinks signifikant sank. Dies lässt vermuten, dass LPS und Gi-Aktivierung durch 
Mastoparan Zink aus der gleichen endogenen Quelle mobilisieren. Andernfalls wäre eine 
Erhöhung der maximalen Zinkkonzentration durch Kombination beider Substanzen zu 
erwarten gewesen, wie es zum Beispiel bei FCCP der Fall war. Da Gi-Proteine am LPS-
Signalweg beteiligt sind (8, 128), könnten diese, neben den Tyrosinkinasen, zum LPS-
induzierten Zinksignal im murinen System beitragen. Um eine eindeutige Aussage über die 
Bedeutung von Gi-Proteinen am LPS-induzierten Zinksignal zu machen, ist seine 
Betrachtung nach deren Inhibition sinnvoll. Dies war mittels Mastoparan schwierig, da der 
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Inhibition durch Depletion verfügbarer Gαi-Untereinheiten (128) deren Aktivierung 
vorhergeht. Deshalb kann kein verlässlicher Zeitpunkt festgemacht werden, an dem die 
Inhibition eintritt. Versuche mit Pertussis Toxin könnten die Beteiligung von inhibitorischen 
G-Proteinen am LPS-induzierten Zinksignal weiter untermauern. Über welchen 
Mechanismus Gi-Proteine dabei wirken, bleibt unklar. Es konnten jedoch verschiedene 
durch Gαi oder durch die βγ-Untereinheit regulierter Signalmoleküle (PI3K, PKC, 
MEK/ERK, p38) ausgeschlossen werden, deren Inhibition keinen Effekt auf das LPS-
induzierte Zinksignal hatte. Die Beteiligung von Gi-Proteinen am TLR4-Signalweg ist 
allerdings nicht nur für das Zinksignal von Bedeutung, sondern übernimmt weiter reichende 
Funktionen im TLR4-Signalweg, da Mastoparan die Zytokinsekretion komplett hemmt, 
obwohl das Zinksignal nur prozentual gesenkt wird. 
Die Ausschüttung von Zink nach Aktivierung von Gαi oder durch LPS kann seinerseits die 
Signaltransduktion Gi-abhängiger Signalwege beeinflussen. Ein wichtiges Element des Gi-
vermittelten Signals ist das Absinken der intrazellulären cAMP-Konzentration durch 
Inhibition der AC nach Bindung von Gαi-GTP. Zink besitzt ebenfalls hemmenden Einfluss 
auf die AC (98, 100). Außerdem wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt, dass die 
cAMP-Synthese schon durch die intrazelluäre Zinkkonzentrationen partiell inhibiert sein 
kann. Eine Erhöhung des freien Zinks nach Aktivierung von Gαi könnte also dessen Effekt 
auf die AC verstärken. Da Gi-Proteine an der LPS-induzierten Zytokinsynthese beteiligt sind 
und hohe cAMP-Konzentrationen die TNF-α-Synthese in Monozyten hemmen (7, 126, 149), 
wäre dies, neben dem inhibierenden Effekt auf PTPs (74, 90), ein weiterer möglicher 
Ansatzpunkt des Second Messengers Zink im TLR4-Signaling. 
Die Zinkfreisetzung durch Mastoparan lässt eine breitere Rolle von Zink in der Signal-
transduktion Gi-Protein gekoppelter Rezeptoren vermuten. Dazu gehören für das Immun-
system wichtige Chemokinrezeptoren. Ein Beispiel für diese Theorie wäre das CC-
Chemokin MCP-1 („monocyte chemoattractant protein-1“), das vor allem über den Gi-
gekoppelten CCR2 wirkt. In THP-1 konnte tatsächlich ein leichter Anstieg des 
intrazellulären Zinks nach MCP-1-Inkubation festgestellt werden (150). Allerdings erfolgte 
die Messung mit FluoZin-3 erst 10 Minuten nach Zugabe des Chemokins. Die Kinetik des 
hier gezeigten Zinksignals durch Mastoparan lässt daher vermuten, dass der Zinkanstieg zu 
einem früheren Zeitpunkt noch stärker ausfallen könnte. Das Zinksignal nach MCP-1-
Stimulation ist für die Adhäsion von THP-1 an humane Endothelzellen aus der 
Nabelschnurvene von Bedeutung. Dieser Vorgang wird einerseits durch Chelierung von 
Zink gehemmt, andererseits durch Zink/Pyrithion verstärkt (150). Dies zeigt die funktionale 
Bedeutung von Zink in diesem Prozess. 
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Weiterhin konnten in dieser Arbeit neue Erkenntnisse hinsichtlich der Regulation der 
basalen Zinkhomöostase hinzu gewonnen werden. Dabei nahmen Tyrosinkinasen eine duale 
Rolle ein. Einige Vertreter, inhibiert durch Genistein, hielten die basale Konzentration des 
freien Zinks aufrecht. Andere, inhibiert durch LFM A13, wirkten senkend. LFM A13 hemmt 
die Bruton Tyrosinkinase, aber auch die Serin/Threonin-Kinase-Familie der PLK („Polo-like 
kinases“), die an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind (122, 151). Welche Kinasen genau 
das basale Zink regulieren, müsste Gegenstand weiterer Forschung sein. Der Effekt kann 
direkter oder indirekter Natur sein. Wenig wahrscheinlich sind Expressionsänderungen von 
Zinktransportern oder zinkbindenden Proteinen als Angriffspunkt, da kurze Inkubations-
zeiten von 30 Minuten für einen Effekt auf die Proteinsynthese nicht ausreichen dürften. 
Nach ersten Beobachtungen werden verschiedene Zip und ZnT an Serin, Threonin und 
Tyrosin phosphoryliert, was regulierend auf ihre Funktion wirken könnte (152). Hier 
herrscht noch viel Klärungsbedarf. Bestätigt sich aber diese Beobachtung, böte sich damit 
ein Angriffspunkt für Tyrosinkinasen oder von ihnen regulierte Kinasen, das basale Zink zu 
modulieren. 
Interessanterweise fehlt undifferenzierten HL-60 nicht nur die Fähigkeit TNF-α zu 
sekretieren, sondern auch ein Zinksignal als Reaktion auf LPS auszulösen, obwohl sie den 
TLR4 (113) exprimieren. Dies könnte bedeuten, dass andere potentiell für das LPS-
induzierte Zinksignal wichtige Rezeptoren (z.B. CD14, CD11b) oder intrazelluläre Signal-
moleküle erst im Laufe des Differenzierungsprozesses exprimiert werden. Es zeigt 
außerdem, dass Zytokinsynthese und LPS-induziertes Zinksignal gekoppelt sind und 
wichtige Charakteristika differenzierter Monozyten darstellen. 
 
Die beschriebenen, rasch einsetzenden Zinksignale sind von anderen Veränderungen der 
Zinkhomöostase abzugrenzen, die sicherlich die Signaltransduktion beeinflussen, aber lang-
fristiger Natur sind. Diese gehen vorwiegend mit einer veränderten Expression von 
Zinktransportern einher. So steht in aktivierten humanen T-Zellen nach 48h eine erhöhte 
Zip8-Expression mit Lokalisation im Lysosom in Verbindung mit steigenden zytosolischen 
Zinkkonzentrationen und verstärkter IFN-γ-Expression (153). Zu langfristigen 
Veränderungen der Zinkhomöostase ist auch das LPS-induzierte Absinken der Zink-
konzentration in dendritischen Zellen zu zählen. Dieses ist bedingt durch eine TRIF-
vermittelte Senkung der mRNA-Expression von Zip6 und Zip10 sowie verstärkter 
Transkription von ZnT1, -4 und -6. Die Zinkabnahme fördert die Expression von MHCII-
Molekülen und CD86, was durch TPEN imitiert werden kann (106). 
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In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass auch die 1,25VD3-induzierte Differenzierung 
von HL-60 von einer langfristigen Abnahme des freien Zinks begleitet und außerdem durch 
Zinkchelierung verstärkt wird. Dies unterscheidet sie in hohem Maße von Erkenntnissen aus 
anderen Zelltypen. Beispielsweise hemmt der Zinkchelator DTPA die Differenzierung von 
Myoblasten zu Myotuben (44). Außerdem inhibiert TPEN den initialen Schritt in der 
Entwicklung der Fibroblastenzelllinie 3T3-L1 zu Adipozyten (101). In beiden Modellen 
wird außerdem die Hochregulation von MT und seine Kerntranslokation in der frühen Phase 
der Differenzierung festgestellt (101, 103). Die verstärkte MT-Expression führt zu einem 
vorübergehenden Anstieg des intrazellulären Zinks, gemessen mit Atomabsorptions-
spektroskopie. Außerdem wird die Kolokalisation von MT und Zink im Zellkern mit der 
Fluoreszenzsonde TSQ detektiert (101, 103). Beide Methoden lassen, im Gegensatz zu der 
hier verwendeten Fluoreszenzsonde FluoZin-3, keine explizite Erfassung des freien Zinks 
zu. Daher bleibt es unklar, ob einerseits ein erhöhter Bedarf an proteingebundenem Zink 
besteht oder, ob andererseits Veränderungen des intrazellulären Zinks ein regulatorisches 
Element darstellen. Mit den durchgeführten Experimenten konnte hier gezeigt werden, dass 
die 1,25VD3-induzierten Veränderungen der Zinkhomöostase in besonderem Maße das freie 
Zink betreffen, welches in Interaktion mit verschiedenen Proteinen treten kann und deren 
Aktivität moduliert. Es nimmt, gemessen mit FluoZin-3, in einem stärkeren Ausmaß (89%) 
ab als die Fluoreszenz der Sonde Zinquin (32%). Zinquin detektiert in gewissen Umfang 
auch proteingebundenes Zink (111). Dies unterstreicht die Bedeutung des freien Zinks im 
Differenzierungsprozess zu Monozyten als regulatorisches Element. 
Im Gegensatz zu den beiden oben beschriebenen, zinkabhängigen Differenzierungsmodellen 
kam es in HL-60 durch 1,25VD3 weder zu Veränderungen der MT-Expression noch zur 
Kerntranslokation von Zink, detektiert mit FluoZin-3 oder TSQ. Aufnahmen mit dem 
Fluoreszenzmikroskop lassen erkennen, dass FluoZin-3 in HL-60 primär zytoplasmatisches 
Zink anzeigt. Zinkreiche Kompartimente sind wenig vorhanden. Dies steht im Kontrast zu 
Ergebnissen aus T-Zellen, wo FluoZin-3 vorrangig vesikuläres Zink detektiert, welches erst 
nach Aktivierung ins Cytosol freigesetzt wird (154). Die Abnahme des durch FluoZin-3-
detektierbaren freien Zinks kann also in HL-60 direkt auf zytoplasmatische Signalstrukturen 
einwirken. Dazu gehört das katalytische Zentrum der AC, welches aus den zyto-
plasmatischen Domänen CI und CII besteht und mit Zink interagiert (99). 
Im Differenzierungsprozess von HL-60 sind intrazelluläre Zinkabnahme und verminderte 
Zinkakkumulation nach Zinkexposition von umfassenden Expressionsänderungen der Zink-
transporter und zinkbindender Proteine begleitet. Diese betrafen besonders die Zinkimporter 
der Zip-Familie. Darunter befinden sich mit Zip1 und -3 die beiden Hauptimporter in 
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humanen Monozyten (70, 155). Beide sind auf der Plasmamembran lokalisiert und 
vermitteln die Zinkaufnahme in die Zelle (156, 157). Ihre Abnahme kann den niedrigeren 
Gehalt an freiem Zink und die reduzierte Aufnahme und Akkumulation von extrazelluärem 
Zink erklären, die in differenzierten HL-60 beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu wurden 
nur zwei Zinkexporter, ZnT5 und -6, in ihrer Expression beeinflusst. Beide waren erst nach 
72h signifikant herunterreguliert. Sie sind intrazellulär auf der Golgi-Membran lokalisiert. 
Der Haupttransporter auf der Plasmamembran, ZnT1 (73), wird hingegen durch 1,25VD3 
nicht beeinflusst. Diese Veränderungen haben daher also eher Einfluss auf die intrazelluläre 
Zinkverteilung, nicht aber auf die Netto-Zink-Balance. Die Abnahme von Znt5 und -6 
könnte eine homöostatische Anpassungsreaktion an die gesunkenen Zinkspiegel sein, wie 
sie aus THP-1 bekannt sind (71). 
In der späteren Phase der Differenzierung kommt es auch zu einer verstärkten Expression 
zinkbindender Proteine. Dies betraf allerdings nicht MT, sondern die Transkription und 
Proteinsynthese von S100A8 und –A9, was die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestätigt 
(158-160). Die Kristallstruktur des S100A8/A9-Heterodimers Calprotectin zeigt zwei 
mögliche Zinkbindungsstellen an der Schnittstelle beider Untereinheiten (132), die 
intrazelluläres freies Zink binden könnten. Die Zinkbindungsfähigkeit von Calprotectin über 
HXXXH-Motive ist ursächlich für seine antimikrobiellen und proapototischen 
Eigenschaften, die es extrazellulär ausübt (107, 161, 162). Deshalb wird vermutet, dass 
Calprotectin auch intrazellulär eine regulatorische Funktion auf die Zinkhomöostase in 
Monozyten ausüben kann (163). Im Differenzierungsprozess könnten S100-Proteine zum 
Absinken des freien Zinks beitragen. Dies ist allerdings erst in der späteren 
Differenzierungsphase relevant, da die Abnahme der Zinkkonzentration der ausgeprägten 
Proteinsynthese von S100A8 und –A9 vorausgeht. Dass S100-Proteine bei der Zinkbindung 
während der Differenzierung von nachgelagerter Bedeutung sind, passt zu der Beobachtung, 
dass die Myelopoese in S100A9-knock out-Mäusen nicht beeinträchtigt ist. Dennoch ist 
festzustellen, dass in diesen Tieren die IL-8-induzierte CD11b-Expression vermindert ist 
(164). 
Das Absinken des intrazellulären freien Zinks während des Differenzierungsprozesses ist 
von funktionaler Relevanz. Obwohl die Chelierung des freien Zinks durch TPEN allein 
keine Differenzierung auslöst, verstärkt sie zelllinienunabhängig die Differenzierung in 
Richtung Monozyten durch 1,25VD3 oder PMA. Allerdings existiert eine gegensätzliche 
Studie, in der eine Abschwächung der PMA-induzierten Differenzierung nach 48h in HL-60 
durch TPEN beobachtet wurde (104). Eine Erklärung für diese Diskrepanz ist die extreme 
Zinkdepletion durch 10 µM TPEN durch Glesne et al. (104), die im Gegensatz zur 
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moderaten Zinkdepletion durch 1,5 µM TPEN in dieser Arbeit steht. Hier war die Vitalität 
nach 72h bei mehr als 2 µM TPEN stark vermindert. Auch eine andere Studie zeigt 66% 
apoptotische 3T3L1-Zellen nach 48-stündiger Inkubation mit 10 µM TPEN (101). Toxische 
Effekte hoher TPEN-Konzentrationen könnten also die unterschiedlichen Ergebnisse 
erklären. 
 
Es muss in Betracht gezogen werden, dass TPEN nicht nur freies Zink bindet, sondern auch 
mit fest proteingebundenem Zink interagiert, zum Beispiel in Zinkfinger-Strukturen. In 
LLCPK1-Zellen senkt TPEN die DNA-Bindungskapazität des Zinkfinger-Transkriptions-
faktors Zn3-SP1 (165). Da der VDR ein Zinkfinger-Protein ist, erscheint der 
differenzierungsfördernde Effekt des Zinkchelators TPEN überraschend. Jedoch werden für 
den o.g. inhibierenden Effekt auf SP1 wesentlich höhere Konzentrationen (30 µM TPEN) 
benötigt (165), als in dieser Studie eingesetzt wurden. Hier stehen 1,5 µM TPEN 
intrazellulär mehreren hundert mikromolar Zink entgegen (134), so dass TPEN zuerst das 
Zink cheliert, welches mit besonders niedriger Affinität an zelluläre Strukturen gebunden ist. 
Dadurch reichen die eingesetzten 1,5 µM TPEN nicht aus, um die große Menge fest 
gebundenes Zink zu chelieren. Da die 1,25VD3-induzierte Differenzierung nach TPEN-
Behandlung verstärkt ist, impliziert das, dass der VDR als Zinkfinger-Protein noch intakt ist. 
 
Proliferation und Differenzierung sind miteinander invers korreliert und auch der 1,25VD3-
induzierten Differenzierung geht eine Blockade des G1-Übergangs und ein daraus 
resultierender Proliferationsstopp voraus (166, 167). Darüberhinaus können Substanzen, die 
einen Proliferationsstopp auslösen, die 1,25VD3-induzierte Differenzierung von HL-60 
verstärken (168, 169). Obwohl Zink für die Zellteilung essentiell ist, da es unter anderem für 
den Übergang zwischen G1- und S-Phase benötigt wird (137), führte die hier durchgeführte 
moderate Zinkdepletion mit 1,5 µM TPEN nicht zur Senkung der Proliferationsrate. Dies 
zeigt, dass die eingesetzte TPEN-Konzentration die Differenzierung nicht durch einen 
allgemeinen nährstoffmangelbedingten Proliferationsstopp verstärkt, sondern einen 
spezifischen Effekt besitzt. Es stützt zudem andere Studien, die Proliferation und die 
Expression von Oberflächenmarkern wie CD11b als zwei teilweise unabhängig voneinander 
kontrollierte Prozesse ausweisen (170, 171). 
 
Um den spezifischen Mechanismus zu untersuchen, über den ein Absinken des intra-
zellulären Zinks die Differenzierung fördert, lag der Fokus auf dem Zusammenhang 
zwischen Zink und der cAMP-Synthese. 1,25VD3 löst einen Anstieg des second messengers 
cAMP aus (29), der für den Differenzierungsprozess von funktionaler Relevanz ist. 
Beispielsweise korreliert die intrazelluäre cAMP-Konzentration positiv mit dem Grad der 
  Diskussion 
 94 
1,25VD3-induzierten Differenzierung in HL-60. Weiterhin verstärken sowohl cAMP-
Analoga (db-cAMP und 8-Br-cAMP) als auch ein Anstieg des endogenen cAMP durch den 
AC-Aktivator Forskolin oder den PDE-Inhibitor IBMX die 1,25VD3-induzierte 
Differenzierung dieser Zellen. Dieser Effekt ist zum Teil durch die PKA vermittelt, da H8 
die Differenzierung senkt (27, 29, 30). In der vorliegenden Arbeit konnte die verstärkende 
Wirkung von IBMX und db-cAMP auf die 1,25VD3-induzierte Expression von CD11b und 
CD14 im HL-60-Modell bestätigt werden. Auffallend war, dass dieser Effekt, anders als der 
des NFκB-Inhibitors Parthenolid, nicht additiv zur Wirkung von TPEN war. Das lässt darauf 
schließen, dass die Chelierung von Zink ihren fördernden Effekt auf die 1,25VD3-induzierte 
Differenzierung über einen cAMP-vermittelten Mechanismus auslöst. 
Die Bildung von cAMP aus ATP durch die AC wird entweder direkt durch Zink inhibiert 
oder durch Inhibition der GTPase-Aktivität von stimulatorischen G-Proteinen (98, 100). 
Andere Studien zeigten bereits, dass die Forskolin-induzierte Aktivierung der AC und die 
nachfolgende cAMP-Akkumulation durch Zink abgeschwächt werden (93, 98, 100). Dies 
tritt in intakten, Forskolin-stimulierten Neuroblastomzellen in einer vergleichbaren Größen-
ordnung (1 und 10 µM Zink+5 µM Pyrithion) auf (98) wie in den hier durchgeführten 
Versuchen mit HL-60. In dieser Arbeit wurde aber nicht nur der inhibierende Effekt einer 
Zinkinkubation auf die cAMP-Synthese bestätigt. Zusätzlich wurde eine steigernde Wirkung 
von TPEN auf die cAMP-Synthese gezeigt. Daher ist anzunehmen, dass die cAMP-Synthese 
in undifferenzierten HL-60 durch die intrazelluläre Konzentration an freiem Zink partiell 
inhibiert ist. Eine Hemmung der cAMP-abbauenden PDEs durch TPEN ist unwahr-
scheinlich, da diese ihrerseits durch hohe Zinkkonzentrationen inhibiert werden (93). TPEN 
oder ein Absinken des freien Zinks durch Abnahme der Zip-Expression könnten also die 
Differenzierung von HL-60 fördern, indem die initiale, partielle AC-Inhibition aufgehoben 
wird. Folglich werden cAMP-Produktion und Differenzierung begünstigt (Abb. 5.1). Dafür 
spricht auch, dass der stimulatorische Effekt von TPEN auf die cAMP-Synthese und auf die 
1,25VD3-induzierte Expression von CD11b und CD14 die gleiche Höhe (beide 37%) zeigte. 
Außerdem werden im 1,25VD3-induzierten Differenzierungsverlauf die höchsten cAMP-
Konzentrationen in HL-60 nach 48 bis 72h (29) beobachtet. Dies ist genau der Zeitpunkt, an 
dem die intrazelluläre Zinkkonzentration ihr Minimum erreicht. 
Der Mechanismus, über den cAMP die Differenzierung von HL-60 fördert, ist derzeit nicht 
vollständig geklärt. Bekannt ist, dass die Behandlung von HL-60 mit db-cAMP oder die von 
NIH-3T3-Zellen mit Forskolin die Expression des VDR erhöht, aber darüber hinaus noch 
rezeptorunabhängige Mechanismen zur Verstärkung der Differenzierung existieren müssen 
(30, 172). Für das Vorhandensein eines VDR-unabhängigen Mechanismus spricht zum 
  Diskussion 
 95 
einen, dass die cAMP-Konzentration nicht nur nach Differenzierung mit 1,25VD3 steigt, 
sondern auch nach Behandlung mit PMA. Zum anderen werden die Effekte beider Agenzien 
durch cAMP-Analoga verstärkt (29, 173, 174). Da TPEN die Synthese von cAMP erleichtert 
und die Wirkung beider Differenzierungsagenzien steigert, ist zu vermuten, dass sein Effekt 
folglich ebenfalls VDR-unabhängig und durch einen Signalweg vermittelt wird, der von 
beiden Substanzen aktiviert wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen weiterhin den Schluss 
nahe, dass die Förderung der Differenzierung durch Sinken des intrazellulären Zinks ein 
genereller Mechanismus ist, da er in drei Zelllinien (HL-60, THP-1, NB4) beobachtet 
wurde. Der Effekt scheint weiterhin nur in Monozyten relevant zu sein, da er nicht in der 
ATRA-induzierten Differenzierung zu Granulozyten auftrat.  
 
Abb. 5.1: Postulierte Rolle von Zink in der Differenzierung zu Monozyten auf zellulärer und 
systemischer Ebene (eigene Darstellung). 
(A) Die intrazelluläre Konzentration an freiem Zink hemmt in undifferenzierten Zellen die AC partiell (A1). 
Nach Exposition mit 1,25VD3 werden erste Differenzierungsmarkern exprimiert, gleichzeitig sinkt die 
Transkription verschiedener Zinkimporter, darunter die Hauptimporter von Monozyten (Zip1 und Zip3), die 
von S100A8/A9 steigt higegen an (A2). Nach 48h bis 72h ist dadurch die intrazelluläre Zinkkonzentration 
signifikant reduziert. Dies hebt die initiale Hemmung der AC auf, weshalb höhere Mengen cAMP gebildet 
werden können. cAMP kann die Expression von CD14 und CD11b durch Hochregulation des VDR und über 
rezeptorunabhängige Mechanismen (30) fördern (A3). (B) Auf systemischer Ebene induzieren Monokine 
während der Akute-Phase-Reaktion die Hochregulation von Zip14 und MT in Hepatozyten (B2), dies führt zu 
einer Umverteilung von Zink in die Leber (175, 176) mit nachfolgender Hypozinkämie (B3) und kann eine 
Abnahme des intrazellulären freien Zinks in myeloischen Zellen bewirken. Dies kann wiederum deren 
Aktivität der AC, und damit einhergehend die Differenzierung in Richtung Monozyten, fördern. Differenzierte 
Monozyten verlassen das Knochenmark und wandern als erste Abwehrlinie ins Gewebe ein, wo sie zu 
Gewebsmakrophagen reifen. Abkürzungen s. Text 
 
In vivo wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eine atypische Rolle von Zink in der 
myeloischen Differenzierung im Maus- und Rattenmodell gezeigt (67, 102). Wesentliche 
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Ergebnisse lieferten hier King und Fraker, die in stark zinkdefizienten Mäusen einen Anstieg 
der Zahl an Granulozyten und Monozyten im Knochenmark beobachteten, während die Zahl 
der Lymphozyten und Erythrozyten abfiel. Die Gesamtzahl der kernhaltigen Zellen im 
Knochenmark änderte sich nicht (67, 68). Als Ursache gelten zinkmangelbedingte, erhöhte 
Glucocorticoid-Spiegel, da Glucocorticoid-Gabe in Mäusen zur Apoptose von Lymphozyten 
bei gleichzeitiger Zunahme von Monozyten und Granulozyten im Knochenmark führt (177). 
Die in vitro Differenzierungsversuche in zinkdefizientem Zellkulturmedium in HL-60 
deuten allerdings darauf hin, dass es einen zusätzlichen, cAMP-vermittelten Mechanismus 
in Monozyten geben könnte, der unabhängig von Hormonen der Nebenniere ist. Inwiefern 
dies auch bei Zinkmangel im Menschen von Bedeutung ist, muss in weiterführenden Studien 
geklärt werden. Bisher fokussieren Humanstudien die Effekte des Zinkmangels auf das 
lymphatische Kompartiment, während die Monozytenzahl unberücksichtigt bleibt (68). 
Eine Situation, in der der inhibierende Effekt von Zink von physiologischer Relevanz sein 
könnte, ist die Akute-Phase-Reaktion (178). Darin kommt es in Hepatozyten zu einer IL-6-
induzierten Hochregulation von Zip14 sowie einem Expressionsanstieg von MT. Dies führt 
zu gesteigerter Zinkakkumulation in der Leber und nachfolgender Hypozinkämie (175, 176). 
Der Sinn dieses Phänomens ist bisher nicht eindeutig geklärt. Diskutiert wird, dass die 
Hypozinkämie mikrobielles Wachstum inhibiert, die Gluconeogenese reguliert oder dass 
verstärkt hepatisches Zink für die Synthese von Akute-Phase-Proteinen benötigt wird (175). 
Die Ergebnisse aus HL-60 in zinkdefizientem Medium lassen eine weitere Funktion 
vermuten. So könnten sinkende Plasmazinkspiegel einen systemischen, fast hormon-
ähnlichen, Signalcharakter besitzen und die Differenzierung von Monozyten als wichtigen 
zellulären Bestandteil der angeborenen Immunität und der ersten Abwehrlinie gegen 
Pathogene fördern (Abb. 5.1).  
 
Diese Arbeit unterstreicht den Signalcharakter, den Zink in Monozyten besitzt. Während 
kurzfristige Zinksignale essentiell für die Aktivierung sind, beeinflussen langfristige Signale 
die Reifung der Zellen. Basierend auf den Ergebnissen in HL-60 lässt sich ein Modell 
aufstellen, in dem die intrazelluläre Zinkkonzentration als endogener Modulator der AC-
Aktivität und infolgedessen der myeloischen Differenzierung wirkt. Somit deutet das 
gezielte Absinken der intrazellulären Zinkkonzentration nach Behandlung mit 1,25VD3 auf 
einen physiologischen Mechanismus hin, der den Differenzierungsprozess verstärkt. Damit 
liefert diese Arbeit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der myeloischen 
Differenzierung und beleuchtet eine bisher unbekannte Funktion von Zink im Immunsystem. 
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Ob dies als physiologisches Prinzip auch auf primäre hämatopoetische Zellen zutrifft, sollte 
in der Zukunft geklärt werden. 
Damit könnten die Erkenntnisse dieser Arbeit dazu beitragen, durch zielgerichtete 
Veränderung des zellulären Zinkgehalts modulierend in die Monozytendifferenzierung 
eingreifen zu können. Dabei könnten auch die Ergebnisse zur Regulation der basalen Zink-
konzentration aus Raw 264.7 einfließen. Die Modulation der Monozytendifferenzierung 
könnte bei Störungen dieses Prozesses im Rahmen einer akuten myeloischen Leukämie 
(AML) Anwendung finden. Zur Therapie dieser Erkrankung werden Differenzierungs-
agenzien wie Vitamin D-Analoga erprobt (179, 180). Das Wissen um Zink als 
Einflussfaktor und seine therapeutische Kontrolle könnte dabei helfen, den Behandlungs-
erfolg differenzierungsfördernder Medikamente zu verbessern. 
Außerdem erweitern die Ergebnisse aus HL-60 das Verständnis von Zink als einen 
nebenwirkungsarmen Immunmodulator. Die Möglichkeit, die Differenzierung von 
Monozyten durch Zinksupplementierung zu beeinflussen, sollte in Zukunft weiter erforscht 
und bei therapeutischer Zinkadministration berücksichtigt werden. 
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6 Zusammenfassung 
Zink ist ein essentielles Spurenelement für das Immunsystem und beeinflusst die Funktion 
von Monozyten. Intrazellulär tritt freies Zink mit regulatorischen Enzymdomänen in 
Wechselwirkung und beeinflusst so die Signaltransduktion. Daher können Veränderungen 
seiner Konzentration Signalcharakter besitzen. Um ein umfassendes Bild von der Rolle von 
Zink in Monozyten zu erhalten, wurden in dieser Arbeit kurz- und langfristige 
Veränderungen der freien Zinkkonzentration untersucht. 
Experimente mit HL-60 zeigten, dass kurzfristige Zinksignale ein Charakteristikum 
differenzierter, TNF-sekretierender Zellen und essentiell für die LPS-induzierte Signaltrans-
duktion sind. In Raw 264.7 wurde das LPS-induzierte Zinksignal repetitiv und aus endo-
genen Quellen freigesetzt. Der Test von 16 Inhibitoren zeigte, dass dies partiell von Tyrosin-
kinasen vermittelt wird, zusätzlich könnten inhibitorische G-Proteine beteiligt sein. Die 
transiente Zinkfreisetzung nach Aktivierung inhibitorischer G-Proteine allein weist auf eine 
Bedeutung von Zink auch für diesen Signalweg hin. 
Dass die Myelopoese während Zinkmangels in Mäusen gesteigert ist, deutet auf eine 
hemmende Funktion von Zink hin. Hier wurde im Laufe der 1,25VD3-induzierten 
Differenzierung von HL-60 zu Monozyten eine langfristige Abnahme der intrazellulären 
freien Zinkkonzentration festgestellt. Dies wurde von einer gesenkten Expression v.a. von 
Zinkimportern und der Zunahme der zinkbindenden Proteine S100A8 und –A9 begleitet. 
Die Chelierung des freien Zinks durch TPEN steigerte die 1,25VD3-induzierte Expression 
von Differenzierungsmarkern in drei Zelllinien (CD14/CD11b) sowie die Funktionalität von 
HL-60 (oxidativer Burst, TNF-Sekretion). Zink hemmt das cAMP-synthetisierende Enzym, 
die AC, und senkt dadurch in HL-60 die cAMP-Konzentration nach Stimulation mit 
Forskolin. TPEN steigert umgekehrt die cAMP-Synthese. Deshalb muss die AC schon durch 
physiologische Zinkkonzentrationen partiell inhibiert sein. Weil cAMP während der 
1,25VD3-induzierten Differenzierung gebildet wird und diese verstärkt, könnte eine 
erleichterte cAMP-Synthese durch TPEN also den Differenzierungsprozess fördern. Damit 
könnte das beobachtete Absinken der freien Zinkkonzentration nach Behandlung mit 
1,25VD3 einen physiologischen Mechanismus darstellen, der den Differenzierungsgrad der 
Zelle erhöht. Somit wirken nicht nur kurzfristige Zinksignale, sondern auch langfristige 
Veränderungen der Zinkhomöostase als endogene Modulatoren der Monozytenfunktion. 
Außerdem beleuchtet diese Arbeit damit eine bisher unbekannte Funktion von Zink im 
Immunsystem und erweitert das Verständnis der myeloischen Differenzierung. Dieses 
Wissen könnte genutzt werden, um die Monozytendifferenzierung zu modulieren und neue 
Ansatzpunkte für die Therapie der akuten myeloischen Leukämie geben. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
SI-Einheiten sowie Abkürzungen laut Duden sind hier nicht aufgeführt 
 
1,25VD3  1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) 
2-ETU   2-Ethyl-2-thiopseudourea 
AC   Adenylatcyclase 
AE   Acrodermatitis enteropathica 
AK   Antikörper 
AM   Acetoxymethylester 
AML   „acute myelogenous transcription factor“ 
APS   Ammoniumpersulfat 
ATP   Adenosintriphosphat 
ATRA   all-trans Retinsäure 
Bis II   Bisindolylmaleimid II 
BSA   bovines Serumalbumin 
BTK   Bruton Tyrosinkinase 
C/EBP   „CAAT enhancer binding protein“ 
cAMP   cyclisches Adenosin-3,5-monophosphat 
CD   “cluster of differentiation” 
CDF   “cation diffusion facilitator” 
CDK   Zyklinabhängige Kinase („cyclin-dependent Kinase“) 
cGMP   cyclisches Guanosin-3,5-monophosphat 
CPM   “counts per minute” 
CRE  “cAMP-responsive element” 
CREB  “cAMP-responsive element binding protein” 
CSF   koloniestimulierender Faktor 
CT   „cycle threshold“ 
CXCR   CXC-Chemokinrezeptor 
Db-cAMP  Dibutyryl-cAMP 
DHR   Dihydrorhodamin 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure („Desoxyribonucleic acid“) 
DPTA   Diethylentetraminpentaessigsäure 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethlendiamintetraacetat 
ELISA   “Enzyme linked immuno sorbent assay” 
eNOS   endotheliale NO-Synthase 
ERK   “extracellular signal-regulated kinase“ 
FAB   Französisch-Amerikanisch-Britischen Klassifikation 
FACS   „Fluorescence-activated cell sorter” 
Fc   “fragment crystallizable” 
FCCP   Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon 
FITC   Fluoreszeinisothiozyanat 
FL   Fluoreszenzkanal 
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FL-2A   „FL-2 area“ 
FL-2W  „FL-2 width” 
FluoZin3-A  freie Säure von FluoZin3 
FRET   “fluorescence resonance energy transfer” 
FSC   „forwardscatter“ 
G-CSF Granulozyten-koloniestimulierender Faktor („granulocyte colony-
stimuating factor”) 
GDP   Guanosindiphosphat 
GEF  “guanine nucleotide exchange factor” 
Gi   inhibitorische G-Proteine 
GM-CSF Granulozyten/Makrophagen-koloniestimulierender Faktor 
(„granulocyte/macrophage colony-stimulating factor“) 
GMP   “granulocyte-macrophage progenitor” 
GTP   Guanosintriphosphat 
HDAC   Histondeacetylase 
HRP   Meerrettichperoxidase (“horseradish peroxidase”) 
Hsp   Hitzeschockprotein 
IBMX  3-Isobutyl-1-Methylxanthin 
IFN   Interferon 
IKK   „inhibitor of nuclear factor κB-kinase” 
IL   Interleukin 
IL-1R   IL-1-Rezeptor 
iNOS   induzierbare NO-Synthase 
IRAK   “IL-1R-associated kinase” 
IRF   “interferon regulatory factor” 
IκB   “inhibitor of NFκB” 
JNK   Jun N-terminale Kinase  
LPS   Lipopolysaccharid 
MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MBCD  Methyl-β-Cyclodextrin 
MCP-1  “monocyte chemoattractant protein-1” 
M-CSF Makrophagen-koloniestimulierender Faktor („macrophage colony-
stimulating factor”) 
MD-2   “myeloid differentiation protein-2” 
MEK   MAPK/ERK Kinase 
MEP   “megakaryocyte-erythrocyte progenitor” 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex („major histocompatibility complex“) 
MT   Metallothionein 
MTF-1  „metal response element-binding transcription factor-1“ 
MW   Mittelwert 
MyD88  “myeloid differentiation primary response-protein 88” 
NAC   N-Acetylcystein 
NEAA   nicht essentielle Aminosäuren (“non essential amino acid”) 
NFκB   „nuclear factor κB“ 
NK-Zellen  Natürliche Killerzellen 
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PAMP   „pathogen-associated molecular pattern“ 
PBS   Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (“phosphate buffered saline”) 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
PDE   Phosphodiesterasen 
PE   Phycoerythrin 
PI   Propidiumiodid 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PKA   Proteinkinase A 
PKC   Proteinkinase C 
PLK  “polo-like kinases” 
PMA   Phorbol-12-myristat-13-acetat 
PTP   Proteintyrosinphosphatase 
RAR   “retinoic acid receptor” 
RmT   Raumtemperatur 
RNA   Ribonukleinsäure („ribonucleic acid“) 
ROS   reactive Sauerstoffverbindungen 
RT   Reverse Transkriptase 
RXR   Retinoid-X-Rezeptor 
SCL   „stem cell leukemia hematopoietic transcription factor“ 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SDS-Page  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SEM   Standardfehler (“standard error of mean“) 
SLC   “solute linked carrier” 
SSC   “sidescatter” 
TAK   “transforming growth factor-β-associated kinase” 
TEMED  N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TH-Zellen  T-Helfer-Zellen 
TIR   Toll/IL1-R 
TLR   “Toll-like receptor” 
TNF   Tumornekrosefaktor 
TPEN   N,N,N´,N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin 
TRAF   “tumor necrosis factor-associated factor” 
TRAM  “TRIF-related adaptor molecule” 
TRIF   „TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β“ 
TSQ   Toluolsolfonamidoquinolin 
VDR   Vitamin D-Rezeptor 
VDRE   Vitamin D-responsives Element 
XFM   „X-ray fluorescence microprobe analysis“ 
Zip   Zinkimporter (“Zrt- and Irt-like proteins”) 
ZnT   Zinktransporter/Exporter
  
 
 
Anhang 1: Auflistung der verwendeten Primer 
 
Primer für Real-time quantitative SYBR green PCR (Kap. 3.2.18.1) 
Primer Sequenz Forward-Primer Sequenz Reverse Primer Quelle 
Endkonzen-
tration in 
PCR (µM) 
Cyclin D1 5’-ACG AAG GTC TGC GCG TGT T-3’ 5’-CCG CTG GCC ATG AAC TAC CT-3’ (181) 0,1 
MT1,2 
Primer I: 
5´-GCA CTT CGT GCA AGA AAA GCT-3´ 
Primer II: 
5' GCA CCT CCT GCA AGA AGA GCT 3' 
Primer I: 
5' GCA GCC TTG GGC ACA CTT 3' 
Primer II: 
5' GCA GCC CTG GGC ACA CTT 3' 
modifiziert 
nach (70) 0,45 
p21 5’-GGC AGA CCA GCA TGA CAG ATT-3’ 5’-GCG GAT TAG GGC TTC CTC TT-3’ (182) 0,1 
p27 5’-CTG CAA CCG ACG ATT CTT CTA CT-3’ 5’-GGG CGT CTG CTC CAC AGA-3’ (183) 0,1 
S100A8 5’-GAA GAC CTG GTG GGG CAA GTC-3’ 5’-TGC ACC CTT TTT CCT GAT ATA CTG A-3’ (163) 0,1 
S100A9 5’-TCC TCG GCT TTG GGA CAG AG-3’ 5’-CCT TTT CAT TCT TAT TCT CCT TCT TGA G-3’ (163) 0,1 
Zip1 5’-GCC TGA CTA CCT GGC TGC CAT AGA-3’ 5’-CGG CCC TGA CTG CTC GTA A-3’ (184) 0,1 
Zip2 5’- CCC TTG TCC TCT TGC TGT CAC TCT -3’ 5’- AGC TCC CGT GGA AGA ATT TCT AGG-3’ (185) 0,1 
Zip3 5’-GGA CTC TGA TGC ATT TTC AAC ACT-3’ 5’-CCC TTG TTT GGC CGG TAG A-3’ (184) 0,1 
Zip4 5’-AGA CTG AGC CCA GAG TTG AGG CTA-3’ 5’- TGT CGC AGA GTG CTA CGT AGA GGA-3’ (185) 0,1 
Zip5 5’- GAG CAG GAG CAG AAC CAT TAC CTG-3’ 5’- CAA TGA GTG GTC CAG CAA CAG AAG-3’ (185) 0,1 
Zip6 5’- CAT AGC CAT GAA GAA CCA GCA ATG-3’ 5’- GAG AAT CAA AGT GGG AGG GCT CTT-3’ (185) 0,1 
Zip7 5’-ACT GAA GGA GGA GCA GTG GAC AGT-3’ 5’-AGG CCC TAA TGC CAA AGT AAC CAT-3’ (185) 0,1 
Zip8 5’-CCT CGG ATT GAT TTT GAC TCC ACT-3’ 5’-AGC AGG ATT TGC ATA GCA TGT CAC-3’ (185) 0,1 
  
 
Fortsetzung: Primer für Real-time quantitative SYBR green PCR (Kap. 3.2.18.1) 
Primer Sequenz Forward-Primer Sequenz Reverse Primer Quelle Endkonz. in PCR (µM) 
Zip9 5’- GCC TAA AGA ACT GGA AAG CCC ACT-3’ 5’- GTG TTT CAC TTG CTT GGT GGT GTT-3’ (185) 0,1 
Zip10 5’-TAG CCG TCT TCT GTC ATG AAC TGC-3’ 5’-TCA TAG AGG GCA ATC ACC AGC ATA-3’ (185) 0,1 
Zip11 5’-TCT CCT AAG CAT TTT GGT GGC CTA-3’ 5’-TCT CTT CTT TCC ACA GGG CTC ACT-3’ (185) 0,1 
Zip12 5’-CAA CCA CTC AAG AAG CCT CAT CAA-3’ 5’-AAG TAC TGC CTG GTG AAA GCC AAG-3’ (185) 0,1 
Zip13 5’-AAG AAG ATC GGG CTC CTG ACA AC-3’ 5’-GAG AAC AGC ACC ATT ACC ACG ATG-3’ (185) 0,1 
Zip14 5’-CAT TTG GTT TCA ACC CTC TGG AAG -3’ 5’-TTT CAG CCA GTA GCA AGC ACT CTG-3’ (185) 0,1 
ZnT-1 5’-GGC CAA TAC CAG CAA CTC CAA-3’ 5’-TGC AGA AAA ACT CCA CGC ATG T-3’ (71) 0,3 
ZnT-2 5’-CTG CAC CTT CTG CTT CTC CAT-3’ 5’-GAC AGC AGC AGA TCA CGA ACA G-3’ (71) 0,3 
ZnT-3 5’-CAC CCT CCG AGA CGT TCT TC-3’ 5’-GGC AAC ATG GTA AGT GAG CGT AA-3’ (71) 0,3 
ZnT-4 5’-GGC TAT CAT CAA AAT CAC CAA CCA-3’ 5’-CGG TGA TGA GCA TTA TAT CTC CAT T-3’ (71) 0,3 
ZnT-5 5’-AAG GAC ATC ATG ACA GTG CTC TAA CTC-3’ 5’-CCA ACT TTA CAA CAC AAA GCC AGT AC-3’ (71) 0,3 
ZnT-6 5’-GGC AAG TTG TTA CGG GAA TTT AGA-3’ 5’-TAA GCA GGA AGC CAG TAC ATA TCAA-3’ (71) 0,3 
ZnT-7 5’-CAC GGA CAC AGT CAT TCC CTC TT-3’ 5’-TCT GTC TGC TCC CTG GTC TTG-3’ (71) 0,3 
ZnT-8 5’-TCC CTC TAA GCG GCT GAC AT-3’ 5’-CAC AGT CGC CTG GAT CTG GTA-3’ (71) 0,3 
ZnT-9 5’-CAG AAA GAA GGA CAG GGA TCA CA-3’ 5’-TTC TTG CTT AAG TGG AGC TTT GAG T-3’ (71) 0,3 
β-Aktin 5’-CGC CCA GGC ACC AGG GC-3’ 5’-GCT GGG GTG TTG AAG GT-3’ (186) 0,1 
PBGD 5’-ACG ATC CCG AGA TCT TGC TTC-3’ 5’-CAG CCT CCT TCC AGG TGC CTC AGG-3’ (71) 0,3 
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Primer für semiquantitative RT-PCR (Kap. 3.2.18.2) 
 
Primer Sequenz Quelle Amplifikat 
TLR4 
Forward Primer: 
5´-AAG CCG AAA GGT GATT GTT G-3´ 
Reverse Primer: 
5'-CTG AGC AGG GTC TTC TCC AC-3' 
(187) 183 bp 
β-Aktin 
Forward Primer: 
5'-ATG GAT GAT GAT ATC GCC GCG-3' 
Reverse: 
5'-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT GGA GGG GCC-3' 
(188) 1200 bp 
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Anhang 2: Toxizitätstests 
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Toxizitätstests zu den Versuchen in Kap. 4. 
Es wurde die Aufnahme von Propidiumiodid (PI) durchflusszytometrisch als Maß für zerstörte 
Membranintegrität erfasst. (A) HL-60 wurden wie in Abb. 4.2 beschrieben 30 min mit 2,5 µM TPEN inkubiert, 
dann erfolgte die Zugabe von 250 ng/ml LPS für 4h. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und vor dem 
Toxizitätstest für weitere 20 h kultiviert. (B) Einfluss der Inhibitoren auf die Toxizität von Raw 264.7. Die 
Zellen wurden wie in Kap. 3.2.8.2 beschrieben mit den Inhibitoren FCCP (3 µM), Genistein (50 µM), LFM 
A13 (10 µM), Methy-β-Cyclodextrin (MBCD) (5 mM) und Mastoparan (20 µM) behandelt, gewaschen und für 
weitere 20 h vor Messung der PI-Aufnahme kultiviert. (C-J) Zur Bestimmung der Zellviabiltät wurde PI-
Aufnahme parallel zur durchflusszytometrischen Messung der Differenzierungsmarker erfasst. Dargestellt sind 
die korrespondierenden Toxizitätstests zur (C) Abb. 4.19; (D) Abb. 4.20; zur Abb. 4.24A für die 
Differenzierung in (E) Kontrollmedium bzw. (F) Chelex-behandeltem Medium. Weiterhin sind gezeigt die die 
korrespondierenden Toxizitätstests zur (G) Abb. 4.24B, (H) Abb. 4.28 und (I, J) Abb. 4.29. Dargestellt sind 
jeweils die Mittelwerte aus mindestens n = 3 unabhängigen Experimenten (Student t-Test * p<0,05).
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